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REPONSES BIOLOGIQUES
Figure 1. Représentation schématique simplifiée des réseaux de signalisation.
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Nématodes, Virus…
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1. INTRODUCTION 
 
1.1. Introduction générale 
 
1.1.1. Avant-propos 
 
Du fait de leur immobilité les plantes sont exposées constamment aux fluctuations de 
leur environnement. Elles adaptent en conséquence leur croissance et leur développement 
pour assurer leur survie et leur propagation. Pour acquérir cette plasticité, les plantes ont 
développé des systèmes de signalisation pour percevoir divers facteurs physico-chimiques de 
l’environnement, et les convertir en signaux chimiques interprétables par la machinerie 
cellulaire. Différentes molécules organiques (hormones, métabolites), ou inorganiques 
(Calcium, ROS (Reactive Oxygen species),..) servent de relais chimiques pour assurer le 
couplage entre un stimulus et les réponses physiologiques (Fig. 1). L’état actuel de nos 
connaissances suggère que la multiplicité des molécules relais, la diversité de leurs modes 
d’action et la coordination de leurs actions individuelles par l’intermédiaire de réseaux de 
signalisation, sont autant de moyens exploités par les plantes pour produire les réponses 
appropriées aux situations auxquelles elles sont confrontées. Notre vision des réseaux de 
signalisation reste très partielle, et une des lacunes à combler passe par l’identification et la 
caractérisation des acteurs moléculaires associés à ces réseaux. 
 
Les travaux présentés dans cette thèse s’inscrivent dans ce contexte en se focalisant 
sur le calcium en tant que second messager et sur les protéines servant de point d’entrée du 
message calcique dans la machinerie cellulaire. Une première partie de l’introduction des 
travaux réalisés dans cette thèse, rappellera les données relatives à la perception du message 
calcique, le concept de signalisation calcique et les protéines affines pour le calcium. La 
seconde partie présentera, plus particulièrement parmi les acteurs de la signalisation calcique, 
une classe de protéines dont la représentante la plus connue est la Calmoduline (CaM). 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Signatures calciques induites par différents stimuli dans le cytosol et les organites des cellules
de plantes.
De nombreuses données sur les variations intracellulaire du taux de calcium ont été acquises grâce à l’utilisation
de divers outils permettant la mesure du calcium libre dans les différents compartiments de la cellule. Diverses
signatures calciques, de durée, d’amplitude, de fréquence différentes ont pu être mesurées dans le cytoplasme
après l’application d’H2O2 (Allen et al., 2000) et dans différents organites suite à des stimuli variés, comme suite à
l’application de facteur au NOD au niveau du noyau de la cellule (Sieberer et al., 2009), dans la mitochondrie suite
à une induction par le toucher (Logan and Knight, 2003) ou dans le chloroplaste lors de la transition
lumière/obscurité (Sai and Johnson, 2002). Abréviations : NF, facteur NOD
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1.2. Le message calcique : 
 
1.2.1. Génération et diversité du message calcique 
 
Au delà de son rôle, dans la nutrition des plantes en tant que macroélément et son 
implication dans la structure de la paroi de la cellule végétale, le calcium est connu pour 
moduler de nombreux aspects du développement, de la croissance et des réponses 
d’adaptation aux contraintes de l’environnement. La cellule maintient le calcium à un taux 
faible dans le cytoplasme (100-200 nM), en le stockant dans divers compartiments cellulaires 
dont la paroi, le réticulum endoplasmique et la vacuole, qui constituent des réservoirs 
cellulaires importants de calcium avec des concentrations de l’ordre du mM (Fig. 2) (Reddy, 
2001; McAinsh and Pittman, 2009).  
La remobilisation rapide du calcium à partir de ces lieux de stockage observée suite à la 
perception de divers stimuli, et les corrélations étroites entre les influx de calcium et diverses 
réponses biologiques, démontrent un rôle du calcium en tant que vecteur d’information. Or de 
nombreux signaux exogènes tels que, des facteurs biotiques (flagelline, facteur NOD), 
abiotiques (forte salinité, choc froid, sécheresse), ou encore des signaux endogènes tels que 
les hormones (ABA, auxine, gibbérellines) (Reddy, 2001; Lecourieux et al., 2006), 
provoquent des influx de calcium et génèrent des réponses biologiques différentes. Ceci 
conduit à s’interroger sur la contribution de la signalisation calcique à la spécificité du 
couplage stimulus/réponse. L’observation d’une signature calcique propre à la nature et 
l’intensité du stimulus initial suggère que les caractéristiques spatiales et temporelles des 
variations de calcium participent à la diffusion d’informations distinctes contribuant à 
l’activation des réponses adaptées au stimulus initial (Fig. 2) (Rudd and Franklin-Tong, 
2001).  
Toutefois, les démonstrations expérimentales en faveur de cette hypothèse restent rares. 
Un des exemples le plus convaincant est illustré par la régulation de la fermeture des stomates 
chez le mutant det3 (affecté dans une H
+/ATPase vacuolaire). L’application d’un stress 
oxydatif sur ce mutant n’induit plus la fermeture des stomates ni d’oscillations calciques, mais 
une élévation prolongée du taux de calcium cytosolique dans les cellules de garde (Allen et 
al., 2000). Le rétablissement d’oscillations calciques, similaires à celles observées chez les 
plantes sauvages, par l’application d’outils pharmacologiques sur le mutant det3, permet de 
restaurer la fermeture des stomates, indiquant que le caractère oscillatoire du signal calcique 
Figure 3. Représentation schématique du motif EF-Hand.
(A) Illustration HMM LOGO du motif EF-hand
 
canonique
 
 
(http://pfam.sanger.ac.uk/family?acc=PF00036). La bonne conservation des résidus 
du motif EF-Hand
 
est représentée par la hauteur des lettres. (B) Représentation 
schématique du motif EF-hand. Ce motif est constitué
 
de 29 résidus formant une 
structure Hélice-Boucle-Hélice. Cette structure peut être représentée dans l’espace à
 
l’aide d’une main, ce qui est à
 
l’origine du nom de ce motif. Les résidus 1,3,5,7,9,12 
de la boucle sont impliqués dans la fixation de l’ion calcium. h : résidu hydrophobe, x : 
n’importe quel résidu (modifié
 
d’après Zhou
 
et al., 2009).
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est responsable de cette fermeture. D’autres observations indiquent que les signaux calciques 
sont le support d’informations spécifiques à la nature du stimulus. Chez le tabac, un stress 
mécanique et un choc froid provoquent une augmentation du taux de calcium dans le cytosol 
et dans le compartiment nucléaire, conduisant à l’expression d’un gène de calmoduline (van 
Der Luit et al., 1999). Cependant, le signal calcique cytosolique est responsable de l’induction 
du gène de CaM lors d’un choc froid, alors que lors d’un stress mécanique, c’est le signal 
calcique nucléaire qui est nécessaire pour son induction. Chez A. thaliana, des modifications 
du transcriptome, similaires à celles observées en réponse à l’ABA, peuvent être provoquées 
par la création artificielle d’un signal calcium dans le cytoplasme, suggérant à nouveau, un 
rôle de la signature calcique dans la spécificité de la réponse biologique (Kaplan et al., 2006). 
Bien qu’on ne puisse pas exclure que le calcium intervienne dans certaines situations comme 
un simple commutateur, ces exemples montrent que les caractéristiques spatiales et 
temporelles du signal calcium contribuent à l’établissement de réponses adaptées à la nature 
du stimulus. L’hypothèse de la signature en tant que support d’information spécifique au 
stimulus initial, est par ailleurs cohérente avec la traduction des signaux calciques en réponses 
biologiques par une grande diversité de protéines dont la plupart sont propres au règne 
végétal.  
 
1.2.2. Décodage des signaux calciques 
 
1.2.2.1. Décodage via des protéines à motif EF-hand 
 
Chez les plantes, les signaux calciques sont pris en charge par une grande variété de 
protéines, sensibles au calcium, susceptibles de détecter ces variations de concentration dans 
différents compartiments cellulaires et de les traduire en réponses biologiques (Reddy, 2001). 
Cette capacité de détection du calcium est conférée, dans la très grande majorité des cas, par 
un petit motif de 29 acides aminés de haute affinité pour le calcium que l’on nomme EF-Hand 
(Yap et al., 1999) (Fig. 3A). Celui-ci adopte une structure d’Hélice-Boucle-Hélice ayant la 
capacité de lier un ion calcium (Fig. 3B). La boucle de 12 acides aminés possède certains 
résidus conservés en position 1, 3, 5, 7, 9 et 12, qui participent à la fixation de l’ion calcium. 
Les résidus aspartate (D) en position 1, glycine (G) en position 6 et glutamate (E) en position 
12 sont les plus conservés (Fig. 3A). En général, ces motifs se trouvent par paire et agissent 
en coordination pour lier le calcium. La liaison du calcium sur ces protéines (affinité entre 
Kd=10-5 et 10-7 M) provoque un changement de conformation qui va modifier, leur activité 
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biochimique (e.g. phosphorylation) ou leur capacité à interagir avec des protéines ou encore 
avec l’ADN.  
Des analyses bioinformatiques faites à partir de la séquence consensus du motif EF-
hand sur le génome d’Arabidopsis thaliana ont permis d’identifier environ 250 protéines 
possédant au moins un motif EF-hand, soit environ 1% des protéines d’A. thaliana (Day et 
al., 2002). Ces protéines ont des séquences variables, sont différentes également par le 
nombre de motif EF-hand (1 à 6) et par la présence ou l’absence de domaine à activité 
enzymatique (e.g. kinase). Les analyses phylogénétiques de ces protéines ont permis de les 
classer en 6 groupes distincts, parmi lesquels 3 grands groupes bien caractérisés avec les 
CalModulines (CaMs) et ses protéines apparentées les CMLs (CalModulin-Like), les 
Calcineurin B Like proteins (CBLs) et les Calcium Dependent Protein Kinase (CDPKs ou 
également nommées CPKs) (Fig. 4). Dans la partie suivante, nous décrirons brièvement la 
famille des CDPKs et des CBLs, pour présenter ensuite de manière plus détaillée la famille 
des CaMs et des CMLs. 
 
1.2.2.2. Les CDPKs (Calcium Dependent Protein Kinase) 
 
Ces protéines, forment un groupe de protéines affines pour le calcium, qui possèdent une 
activité kinase dépendante du calcium. On les trouve presque uniquement chez les plantes 
mais certaines ont été identifiées chez des protozoaires comme pour l’agent de la malaria, 
plasmodium falsciparum (Harper and Harmon, 2005). Les analyses des génomes des plantes 
ont permis de montrer qu’elles constituent des familles multigéniques avec 34 membres chez 
A. thaliana et 27 membres chez Oriza sativa (Cheng et al., 2002). Elles se caractérisent 
typiquement par la présence de trois domaines : un domaine  kinase en N-terminal, un 
domaine C-terminal possédant quatre motifs EF-hand et un domaine autoinhibiteur à la 
jonction des deux domaines (Fig. 4). La liaison du calcium sur le domaine C-terminal entraîne 
un changement de conformation de la protéine qui conduit à l’interaction de la partie C-
terminale avec le domaine autoinhibiteur, levant l’inhibition de l’activité kinase.  
Des approches biochimiques ont permis d’identifier une grande diversité de protéines 
substrats comme des enzymes, des canaux ioniques, des aquaporines (canaux à eau) et des 
facteurs de transcription, permettant aux CDPKs de réguler différents processus cellulaires 
dont le métabolisme carboné, azoté et lipidique, le transport des ions et de l’eau, la régulation 
du cytosquelette et de la transcription (Harper and Harmon, 2005). Cependant, très peu de 
données existent à l’heure actuelle, quant à la validation de ces substrats in vivo. Les CDPKs 
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se retrouvent dans les différents compartiments de la cellule, cytoplasme, noyau, 
mitochondries, réticulum endoplasmique, peroxysomes et plus particulièrement au niveau des 
membranes (Dammann et al., 2003; Harper and Harmon, 2005). En effet, sur les 34 CDPKs 
d’A. thaliana, 27 possèdent un site de myristoylation ou de palmitoylation dans leur partie N-
terminale, ce qui explique que la plupart soient associées aux membranes. Il existe aussi des 
données montrant que les CDPKs peuvent changer de localisation en réponse à des stimuli. 
Par exemple, chez la plante ficoïde glaciale (Mesembryanthemum crystallinum), suite à 
l’application d’un stress salin, CPK1 transfère de la membrane plasmique vers le noyau 
(Chehab et al., 2007). Les CDPKs peuvent donc, de part leurs multiples localisations, avoir 
accès à leurs divers substrats.  
Ces protéines sont impliquées dans différentes fonctions physiologiques qui ont été 
révélées grâce à des approches de génétique inverse et directe. Malgré une forte redondance 
dans cette famille, des études ont permis de montrer leurs rôles dans des processus 
développementaux, comme la germination du grain de pollen, la croissance du tube pollinique 
ou la formation de la graine (Yoon et al., 2006; Defalco et al., 2010). A côté de ces aspects 
développementaux, des exemples illustrent le rôle des CDPKs dans la réponse à des stimuli 
hormonaux, abiotiques et biotiques. Ainsi, il a été démontré que CPK6 est un régulateur 
positif de la tolérance au stress salin et au déficit hydrique (Xu et al., 2010). D’autre part, au 
niveau des cellules de garde, CPK6 et CPK3 régulent la fermeture des stomates induite par 
l’ABA (Mori et al., 2006). Au-delà de l’implication dans la réponse aux hormones et aux 
stress abiotiques, des données montrent un rôle important des CDPKs dans la réponse des 
plantes contre les agents pathogènes (Defalco et al., 2010). On peut citer, par exemple, le rôle 
des CDPKs dans les défenses basales des plantes (Boudsocq et al., 2010). L’ensemble des 
exemples décrits ici, montre l’importance de la signalisation calcium à travers les CDPKs 
dans différents aspects de la physiologie de la plante. 
 
1.2.2.3. Les CBLs (Calcineurin B-like proteins) 
     
B régulatrice de la calcineurine de levure, qui est une phosphatase dont l’activité est 
dépendante du calcium (Liu and Zhu, 1998). Contrairement aux animaux et aux levures, les 
CBLs retrouvées chez les plantes ne régulent pas des phosphatases, mais une famille de 
protéines kinases, les CIPKs (CBL-Interacting Protein Kinases). D’après les analyses des 
génomes, les CBLs se retrouvent uniquement chez les plantes suggérant qu’elles sont 
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impliquées dans des mécanismes de signalisation spécifiques aux plantes (Luan, 2008). Elles 
forment des familles multigéniques dans les différentes espèces végétales avec, par exemple, 
10 membres chez A. thaliana qui codent pour des protéines d’une taille entre 23 et 26 kD, 
présentant entre 20 et 90% d’identité protéique (Luan et al., 2002). Elles arborent toutes la 
même structure à savoir deux domaines globulaires, avec deux motifs EF-hand possédant des 
degrés de conservation différents, connectés par une région centrale (Fig. 4). Après liaison de 
l’ion calcium, les CBLs changent de conformation leur permettant alors d’interagir 
spécifiquement avec les CIPKs qui comptent 25 membres chez A. thaliana (Luan, 2008). Ces 
kinases spécifiquement retrouvées chez les plantes forment des familles multigéniques, qui 
codent pour des protéines constituées par un domaine kinase apparenté à celui des 
SNF1/AMPK de mammifères et des levures, et un domaine C-terminal régulateur, qui permet 
l’interaction avec les CBLs.  
De nombreuses études ont examiné la spécificité de l’interaction entre les différentes 
CBLs et CIPKs. Il apparaît de manière générale des profils d’interactions communs et 
spécifiques, ainsi plusieurs CBLs peuvent interagir avec la même CIPK, et réciproquement 
plusieurs CIPKs interagissent avec la même CBL. Cette complexité permet probablement de 
diversifier leurs rôles dans le décodage du message calcique. Leurs localisations 
subcellulaires jouent aussi certainement une part importante dans leur contribution à la 
signalisation calcium. Des études de localisation subcellulaire avec la protéine fluorescente 
GFP (Green Fluorescent Protein) ont permis de révéler que les CBLs arborant un court 
domaine N-terminal étaient toutes détectées à la membrane plasmique. Au contraire, celles 
présentant une extension de ce domaine sont exclusivement localisées au niveau du 
tonoplaste. Les CBLs sont donc principalement associées aux membranes, mais certaines sont 
aussi retrouvées dans le cytoplasme et dans le noyau (Weinl and Kudla, 2009). La localisation 
des CBLs permet le recrutement des CIPKs leur donnant accès à divers substrats. Par exemple 
chez A. thaliana, CBL4 qui est localisée à la membrane plasmique permet le recrutement de 
la CIPK24, qui peut alors réguler l’activité de l’antiport H+/Na+ (SOS1) ; par ailleurs CBL10 
peut également recruter CIPK24 mais au niveau du tonoplaste (Fig. 5) (Waadt et al., 2008).     
Chez A. thaliana, les gènes des CBLs sont exprimés de manière constitutive au cours du 
développement. L’exposition au froid, à la sécheresse, une forte salinité ou à l’application 
d’ABA exogène régule différentiellement les CBLs, suggérant leurs implications dans la 
réponse aux stress abiotiques (Batistic and Kudla, 2004).  
La première fonction physiologique démontrée pour une CBL a été faite par une approche 
génétique sur un mutant de CBL4 (SOS3). L’altération de l’affinité pour le calcium de cette 
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protéine, provoque une hypersensibilité au stress salin des mutants correspondants, montrant 
un rôle de CBL4 et de sa sensibilité au calcium dans la tolérance à ce stress. D’autre part, la 
myristoylation de la partie N-terminale de cette protéine est nécessaire pour lui conférer un 
rôle dans la tolérance aux stress salin, indiquant l’importance de la localisation à la membrane 
plasmique pour sa fonction (Ishitani et al., 2000; Xiong et al., 2002). Les travaux ont conduit 
à décrire un modèle, selon lequel CBL4, contrôlerait la localisation de CIPK24 (SOS2) et son 
activité à l’aide du calcium. Ceci permettrait alors de réguler par phosphorylation SOS1 un 
antiport H+/Na+ au niveau de la membrane plasmique, contribuant à l’exclusion du Na+ du 
cytoplasme de la cellule (Fig. 5) (Luan, 2008). Une autre CBL complète ce modèle : en effet, 
un mutant perte de fonction cbl10 présente une altération du taux de Na+ des plantes en 
condition normale ou après un stress salin (Kim et al., 2007). Il semblerait que ce rôle dans le 
stress salin implique comme pour CBL4, la CIPK24 puisqu’il a été montré que CBL10 
interagissait avec cette CIPK au niveau du tonoplaste (Fig. 5). Kim et al., 2007, proposent que 
cette localisation permettrait de réguler l’activité d’un échangeur H+/Na+ au niveau du 
tonoplaste, comme par exemple AtNHX1, qui est connue pour jouer un rôle important dans la 
tolérance au stress salin (Apse et al., 1999).  
Les fonctions physiologiques des CBLs ne se limitent pas au stress salin, par exemple 
CBL1 a aussi été montré comme étant un régulateur positif de la tolérance à la sécheresse et 
un régulateur négatif de la réponse au froid (Cheong et al., 2003).  
 
1.3. Les Calmodulines (CaMs) et protéines apparentées : 
 
1.3.1. Diversité de CaMs et CMLs (CalModulin-Like proteins) chez les plantes 
 
Le troisième groupe de protéines affines pour le calcium chez les plantes, est constitué par 
les calmodulines, des protéines extrêmement bien conservées chez les eucaryotes. Découverte 
il y a 30 ans chez les animaux et les plantes, les Calmodulines (pour CALcium MODULating 
proteIN) (Means and Dedman, 1980) sont à ce jour les protéines affines pour le calcium les 
mieux caractérisées. Ces petites protéines acides possèdent quatre motifs EF-hand réparties 
par paires dans deux domaines globulaires en N et C-terminale de la protéine, reliés par une 
hélice centrale (Fig. 4) (Snedden and Fromm, 2001). Comme pour les CBLs, la CaM n’a pas 
d’autres domaines à part les motifs EF-hand, qui, suite à la liaison du calcium, induisent un 
changement de conformation de la CaM modulant son interaction avec des protéines 
partenaires CaMBPs (CaM Binding Protein). Le répertoire des partenaires est très diversifié, 
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ce qui lui confère la capacité de réguler de nombreux processus cellulaires (Bouche et al., 
2005). 
Alors que les animaux possèdent plusieurs gènes de CaM codant pour une seule 
isoforme de CaM, les plantes ont également plusieurs gènes, mais qui codent différentes 
isoformes. Chez A. thaliana, il y a sept gènes (CaM1 à la CaM7) qui codent pour 4 isoformes 
de CaM présentant entre elles 97% à 100% d’identité protéique (Groupe 1, Fig. 6). Ces CaMs 
représentent la forme conservée et canonique, puisqu’elles présentent plus de 90% d’identité 
avec les CaMs d’autres organismes eucaryotes. A coté de cette forme canonique, on retrouve 
dans toutes les espèces végétales analysées, une grande diversité de protéines apparentées à la 
CaM, que l’on nomme les CMLs (pour CaM-Like proteins), qui sont propres au règne 
végétal. On retrouve, par exemple, 32 CMLs et 50 CMLs, chez O. sativa et A. thaliana, 
respectivement (McCormack and Braam, 2003; Boonburapong and Buaboocha, 2007). Chez 
A. thaliana, l’analyse phylogénétique des CMLs montre qu’elles possèdent entre 16 et 75% 
d’identité protéique avec CaM2 et qu’elles peuvent se classer en 8 groupes distincts (Fig. 6).  
Ces CMLs ont une taille entre 9 et 35 kD,  avec 1 à 6 motifs EF-hand (McCormack 
and Braam, 2003). Les analyses de séquence des motifs EF-hand des CMLs montrent que des 
substitutions peuvent se retrouver sur des acides aminés importants pour la coordination du 
calcium, suggérant que ces motifs procurent diverses affinités pour le calcium (McCormack 
and Braam, 2003). Cependant, pour l’instant, peu de données sont disponibles sur la capacité 
est capable de lier le calcium avec une bonne affinité (entre 10-5 et 10-7 M). De plus cette 
hydrophobes participant, très probablement, à l’interaction calcium dépendante avec son 
partenaire, la protéine KIC (KCBP-Interactig Calcium binding protein) (Dobney et al., 2009). 
En dehors de ces motifs EF-hand, on retrouve aussi des divergences de séquences en acides 
aminés entre la CaM et les CMLs, ce qui pourrait avoir des conséquences sur leurs sélectivités 
d’interaction ou d’activation, avec leurs protéines cibles. 
Les nombreuses approches d’interaction protéines-protéines faites à l’aide de la 
calmoduline en tant qu’appât ont permis d’établir un intéractome important de la CaM. Ainsi, 
il s’avère que cette protéine est capable d’interagir avec une grande diversité de partenaires 
ayant des structures, des fonctions et des localisations variées. Chez les plantes, la 
calmoduline interagit avec des enzymes du métabolisme, des protéines associées au 
cytosquelette, des transporteurs d’ions, des protéines chaperons, des facteurs de transcription, 
des récepteurs membranaires, des protéines kinases et phosphatases, et d’autres protéines dont 
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de ces protéines à lier le calcium. Une étude récente sur CML42,  indique que cette protéine 
liaison du calcium permet à CML42, de changer de conformation et d’exposer des parties 
Motifs Séquences consensus
1-10 (FILVW)xxxxxxxx(FILVW) 
1-14 (FILVW)xxxxxxxxxxxx(FILVW) 
(FILVW)xxxxxxxxxxxxxx(FILVW) 1-16
IQ IQxxx(RK)Gxxx(RK)xx(FILVWY) 
Tableau 1. Différentes séquences consensus des domaines d’interaction de la CaM 
Motifs consensus d’après la Calmodulin Target Database (Yap
 
et al., 2000). X
 
représente 
n’importe quel acide aminé.
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les fonctions ne sont pas connues (Bouche et al., 2005; Ranty et al., 2006). Actuellement, 
environ une centaine de protéines cibles de la CaM ont pu être identifiées chez les plantes. En 
ce qui concerne les CMLs, très peu de données sont disponibles concernant le répertoire de 
leurs protéines cibles. Toutefois, des données obtenues à partir de plusieurs isoformes de 
CMLs et d’une CaM, utilisées comme sonde pour cribler une puce à protéines, montrent que 
comme les CaMs, les CMLs sont capables d’interagir avec une grande diversité de protéines 
cibles comme des facteurs de transcription, des enzymes du métabolisme, des protéines 
kinases, etc.. (Popescu et al., 2007). Parmi ces protéines cibles, 25% sont communes à tous 
les appâts testés, 50% sont communes à au moins deux appâts et 25% sont spécifiques d’une 
CaM ou d’une CML. Il semble ainsi que les CaMs et CMLs possèdent des répertoires 
spécifiques et communs de protéines cibles.  
Au delà de la spécificité de l’interaction, lorsque plusieurs isoformes interagissent avec le 
même partenaire, un autre niveau de régulation apparaît dans la capacité d’activation du 
partenaire par les différentes isoformes de CaMs et CMLs. Ainsi chez le riz, OsCBK (Oryza 
sativa CaM-Binding protein Kinase) est capable d’interagir avec la CaM et OsCaM61 (une 
CML). Or, l’activité de cette kinase n’est pas modulée par la CaM et le calcium alors qu’elle 
l’est par la CML. Un autre exemple a été montré chez le tabac, toujours sur une CBK, dont 
l’activité est modulée différemment par la CaM ou les CMLs testées (Hua et al., 2003). Il 
semblerait donc que les CaMs et CMLs se différencient dans leur capacité à interagir et à 
moduler l’activité de leurs protéines cibles. 
L’analyse des séquences peptidiques des partenaires, n’a pas permis de mettre en évidence 
une séquence peptidique consensus responsable de l’interaction avec la CaM. Cependant, la 
majorité des partenaires possède un domaine d’interaction composé d’une courte séquence 
peptidique (de 12 à 30 acides aminés), ayant une structure alpha hélicoïdale amphiphile 
basique, au sein de laquelle les résidus basiques et hydrophobes se répartissent de part et 
d’autre de l’hélice. Ces différents domaines d’interaction se classent en trois grands groupes, 
correspondant aux motifs 1-10, 1-14 et 1-16  (Hoeflich and Ikura, 2002). Ces motifs se 
caractérisent, par un espacement conservé qui positionne aux deux extrémités des acides 
hydrophobe en position 1 et 10, 14 ou 16 du motif (Tableau 1), et par la nature réversible et 
calcium dépendant de l’interaction. D’autre part, la CaM est capable de reconnaître un autre 
est constitué d’une séquence avec les résidus IQ en N-terminale, d’un acide aminé 
hydrophobe à l’autre extrémité, séparés par une douzaine d’acides aminés dont au moins deux 
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sont basiques (Tableau 1). Ce motif se retrouve en générale répété en tandem, permettant de 
lier plusieurs calmodulines.  
A coté de ces motifs bien caractérisés, il existe d’autres domaines d’interaction à la 
calmoduline, contenant des séquences plus variables ou non identifiées, pouvant conduire à 
des modes d’interaction différents entre la CaM et ces partenaires. Par exemple, il a pu être 
démontré que l’interaction de l’adénylate cyclase de l’anthrax, une enzyme de Bacillus 
anthracis, nécessitait plusieurs domaines de cette protéine dans la reconnaissance avec la 
CaM (Hoeflich and Ikura, 2002). D’autres protéines comme des canaux potassiques (Canaux 
SK) et un facteur de transcription de type bHLH (SEF2-1), sont aussi des exemples 
d’interaction atypique avec la CaM dans le modèle animal. Concernant les CMLs, il existe 
pour l’instant très peu d’exemples de partenaires dont le domaine d’interaction a été identifié.  
Toutefois, il semblerait que les CMLs puissent interagir avec des domaines analogues à 
ceux de la calmoduline. On peut citer, par exemple, la courte séquence peptidique ayant une 
structure alpha hélicoïdale amphiphile en C-terminale d’AtNHX1 qui a été montré comme 
étant nécessaire pour l’interaction calcium dépendante avec CML18 (Yamaguchi et al., 2005). 
D’autre part, un exemple intéressant d’interaction entre CML12 (TCH3) et la protéine PID 
(PINOID) suggère que la version pleine taille de la protéine PID est nécessaire pour permettre 
l’interaction avec CML12 (Benjamins et al., 2003). Il apparaît ainsi que différents modes 
d’interactions sont utilisés par les CaMs et CMLs, leur permettant de lier des protéines de 
structures variées. 
Concernant la localisation subcellulaire de la CaM, de manière générale, on la retrouve 
dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules (Luan et al., 2002; McCormack and Braam, 
2003). Pour les CMLs, peu de données sont disponibles sur leurs localisations. Dans ces 
travaux de thèse, la localisation subcellulaire des CMLs du groupe 2 (CML8, CML9, CML10 
et CML11) a été recherchée. Après expression transitoire de ces différentes CMLs fusionnées 
aux protéines YFP (Yellow Fluorescent Protein)  ou CFP (Cyan Fluorescent Protein), celles-
ci ont pu être localisées, à la fois dans le cytosol et dans le noyau des cellules de feuilles de N. 
benthamiana (Fig. 7). De manière intéressante, deux autres CMLs ont pu être localisées dans 
d’autres compartiments comme dans la vacuole pour CML18 (Yamaguchi et al., 2005), ou au 
niveau de la membrane plasmique pour la CaM53 du pétunia (Rodriguez-Concepcion et al., 
2000). Ces données de localisation suggèrent que les CMLs pourraient se différencier des 
CaMs par diverses localisations subcellulaires. 
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1.3.2. Fonctions physiologiques des CaMs et CMLs 
 
Les données d’expressions disponibles sur ces gènes, montrent qu’ils sont exprimés 
différentiellement dans divers organes, stades de développement et en réponse à divers 
stimuli, suggérant de nombreux rôles physiologiques pour ces protéines. En raison de la 
redondance fonctionnelle des isoformes de CaM, les analyses génétiques n’ont pas permis ou 
qu’exceptionnellement, de leurs associer un rôle physiologique précis. A part l’exemple de la 
CaM3, où les mutants perte de fonction de cette isoforme sont altérés dans la réponse à forte 
exposition à la chaleur (Zhang et al., 2009), la mise en évidence des rôles physiologiques des 
CaMs a surtout été montrée à travers les études de ses partenaires. Si la redondance 
fonctionnelle des CMLs n’est pas à exclure non plus, il semblerait qu’elles aient des rôles plus 
spécifiques, car plusieurs exemples de mutant perte fonction des CMLs ont permis de leur 
attribuer des rôles physiologiques. Dans la partie suivante, divers exemples présenteront les 
rôles des CaMs et des CMLs dans la physiologie de la plante, à travers l’identification de 
leurs partenaires et l’étude de leurs implications dans divers aspects du développement, et des 
réponses des plantes aux stress abiotiques et biotiques.  
 
1.3.2.1. Rôle dans la croissance et le développement des plantes 
 
Un exemple de mise en évidence de l’importance de la calmoduline dans la croissance 
des plantes est illustré à travers la protéine cible DWF1 (Dwarf 1) (Du and Poovaiah, 2005). 
Cette protéine est une enzyme clé de la voie de biosynthèse des brassinostéroides, des 
phytohormones de type stéroïde essentielles dans la croissance des plantes. Le mutant perte de 
fonction dwf1 présente un phénotype nain qui est dû à un déficit dans la quantité de 
brassinostéroides (Klahre et al., 1998). Dans les travaux de Du et al., 2005 les auteurs 
montrent le rôle essentiel de la CaM pour la fonction in planta de DWF1 puisque le 
phénotype sauvage du mutant dwf1 n’est pas restauré avec un variant de la protéine DWF1 
modifié sur son site de liaison à la CaM. Cette expérience montre le rôle important du calcium 
et de la calmoduline dans la croissance des plantes à travers le contrôle de l’homéostasie des 
brassinostéroides. A coté de ce type d’hormone, de fortes évidences suggèrent l’implication 
de la CaM et des CMLs dans la réponse à l’auxine. Par exemple la protéine ZmSAUR (Zea 
maïs Small Auxin Up-regulated RNA), qui est une cible de la CaM, semble jouer un rôle 
important dans l’élongation cellulaire régulée par l’auxine (Yang and Poovaiah, 2000; Knauss 
et al., 2003).  
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Un très bel exemple de l’implication de différentes protéines affines pour le calcium 
dans la régulation du même processus cellulaire est illustré dans le contrôle de la ramification 
des trichomes chez A. thaliana. Une cible de la CaM, est la protéine KCBP (Kinesin-like 
Calmodulin-Binding protein) qui est codée par le gène ZWICHEL, dont le mutant perte de 
fonction zwi présente une altération dans le développement des trichomes (Fig. 8A) 
(Oppenheimer et al., 1997; Reddy and Reddy, 2002). Cette protéine a été montrée comme 
jouant un rôle dans la division cellulaire à travers la régulation de l’organisation et de la 
dynamique des microtubules. L’interaction de la CaM avec KCBP l’empêche d’interagir avec 
les microtubules. Cette régulation implique une autre protéine à motif EF-hand, KIC KCBP-
Interacting Calcium binding protein) qui est aussi impliquée dans le développement des 
trichomes (Fig. 8A). La CaM et KIC partagent le même domaine d’interaction de KCBP. De 
manière intéressante, la liaison de KIC à KCBP empêche sa liaison aux microtubules mais 
avec une concentration en calcium trois fois moins importante (Fig. 8B) (Reddy et al., 2004). 
Ceci laisse penser que différentes protéines affines pour le calcium peuvent répondre à 
diverses signatures calciques pour contrôler le même processus cellulaire. Pour compléter ce 
modèle, CML42 a été montrée récemment comme étant un partenaire de KIC impliquée aussi 
dans le développement des trichomes (Dobney et al., 2009). En effet, le mutant perte de 
fonction cml42 est altéré dans la morphologie des trichomes (Fig. 8A). Dans ce mécanisme, le 
rôle de l’interaction entre KIC et CML42 reste encore à déterminer. L’ensemble de ces 
données illustre la complexité qui peut exister dans le contrôle d’un même processus 
physiologique par différents acteurs du décodage du message calcique.  
Le dernier exemple décrit dans cette partie illustre le rôle de la CaM dans la régulation 
de l’expression génique au cours du développement des plantules. De manière surprenante, 
une isoforme de CaM a été décrite comme étant capable de lier l’ADN et de réguler 
l’expression génique associée à la photomorphogenèse. En effet il a pu être montré que CaM7 
se liait à des promoteurs de gènes induits par la lumière, régulant ainsi leur expression pour 
promouvoir la photomorphogenèse (Kushwaha et al., 2008). On notera que cette liaison à 
l’ADN est spécifique puisque les CaM2/3/5 ne sont pas capables de se lier sur la séquence cis 
reconnue par CaM7 alors qu’un seul acide aminé les différencie. 
 
1.3.2.2. Rôle dans les réponses aux stress abiotiques 
 
De nombreuses données d’expression et de génétique suggèrent que les CaMs, les 
CMLs et leurs partenaires jouent un rôle important dans les réponses induites par les stress 
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abiotiques. Le rôle de CaM3 a pu être montré dans la tolérance à la chaleur chez A. thaliana. 
En effet, des mutants perte de fonction de CaM3 sont plus sensibles à ce stress alors que les 
plantes surexprimant cette isoforme de CaM sont plus résistantes (Zhang et al., 2009). La 
reprogrammation génétique pourrait être un mécanisme impliquant CaM3 dans cette réponse 
à la chaleur, car des données montrent chez le maïs que le calcium et la CaM modulent 
l’activité de liaison à l’ADN d’un facteur de transcription HSF (Heat Shock Factor) (Li et al., 
2004). D’autres facteurs de transcription sont connus pour être régulés par la CaM, par 
exemple la famille des protéines CAMTAs (CAM-binding Transcription Activators) que l’on 
retrouve dans différents organismes eucaryotes (Finkler et al., 2007). Très récemment 
CAMTA3 a été montrée comme étant un régulateur positif de l’expression de CBF2 (Cold 
Binding Factor 2), un facteur de transcription majeur dans la régulation de l’expression 
génique mise en place dans la réponse au froid. De plus, les plantes mutantes camta1/camta3 
sont altérées dans la résistance au froid (Doherty et al., 2009). Ces données suggèrent 
l’implication de la CaM comme un régulateur de la tolérance au froid chez A. thaliana via les 
protéines CAMTAs.  
Une autre voie impliquant la CaM dans la réponse aux stress abiotiques est illustrée 
par l’activation de la GAD (GlutAmate Decarboxylase) par la CaM. La GAD qui catalyse la 
conversion du L-glutamate en GABA (Acide gamma amino butyrique), est activée lors de 
différents stress abiotiques, ce qui conduit à une accumulation du GABA et à la mise en place 
de réponses à ces stress. Il a pu être montré que le calcium et la CaM sont indispensables pour 
l’activité enzymatique de la GAD. Le rôle exact de l’augmentation du GABA lors des stress 
abiotiques reste encore à préciser. Une autre protéine cible de la CaM, AtCaMBP25 a été 
décrite comme un régulateur négatif des réponses des plantes aux stress osmotique et salin 
(Perruc et al., 2004). Cette protéine spécifique aux plantes jouerait un rôle dans l’expression 
génique, puisqu’elle se localise dans le noyau des cellules et que des membres de la même 
famille de protéine sont connues pour lier des facteurs de transcription.  
Par ailleurs, différentes évidences suggèrent aussi l’implication des CMLs dans les 
voies de signalisation mises en place en réponse aux stress abiotiques. Par exemple la protéine 
CML9 qui fait l’objet de cette thèse, est impliquée dans la régulation négative de la tolérance 
au stress salin chez A. thaliana (Fig. 9A). En effet, les travaux précédents réalisés dans 
l’équipe, ont montré que des mutants perte de fonction de cml9 sont plus résistants au stress 
salin et au stress hydrique (Magnan et al., 2008) (Fig. 9B). Toutefois, pour mieux comprendre 
l’implication de cette CML dans la réponse à ces stress abiotiques, il semble important 
d’identifier ces partenaires. 
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 Une cible d’une CML de soja (SCaM4), le facteur de transcription MYB2 a été 
identifié comme jouant un rôle dans la tolérance aux stress abiotiques. En effet, ce facteur de 
transcription régule l’expression de gènes de réponses au stress salin et au déficit hydrique. 
De manière intéressante, il a été identifié comme étant capable d’interagir avec une CaM 
(SCaM1) et une CML (SCaM4) du soja (Yoo et al., 2005). Cet exemple met en lumière la 
régulation différentielle que peut avoir une CaM et une CML sur l’activité d’une même cible. 
D’une part, la CML du soja augmente la capacité de liaison à l’ADN d’AtMYB2 alors que la 
CaM l’inhibe. D’autre part, la surexpression de SCaM4 augmente la tolérance des plantes au 
stress salin (Fig. 9B) via l’augmentation de l’expression du régulon d’AtMYB2, alors que la 
surexpression de SCaM1 n’affecte pas la sensibilité au sel. Une CML chez A. thaliana, 
CML18 semble aussi intervenir dans la tolérance aux stress salin puisqu’elle a été identifiée 
comme étant capable d’interagir dans le lumen de la vacuole avec AtNHX1 un antiport 
Na
+
/H
+ 
(Yamaguchi et al., 2005). Cette interaction qui est calcium et pH dépendante modifie 
la sélectivité de l’antiport et réduit sa capacité d’échange Na+/H+. Le modèle proposé suggère 
que dans des conditions normales la concentration de calcium et le pH acide de la vacuole 
maintiennent l’interaction CML18/AtNHX1. Suite à un stress salin, l’augmentation du pH et 
la diminution du taux de calcium vacuolaire favoriseraient le relargage de CML18 du 
complexe, conduisant à une augmentation de l’activité d’échange Na+/H+ en faveur de 
l’accumulation du Na+ dans la vacuole (Fig. 9A).  
 
1.3.2.3. Rôle dans les interactions plantes microorganismes 
 
Le rôle de la CaM et du calcium est bien connu dans le cadre des symbioses 
bactériennes (Rhizobia) et mycorhiziennes (Mycorrhizae arbuscular). Ces symbioses utilisent 
une même protéine nucléaire, affine pour le calcium, la CCaMK (Calcium and CalModulin-
dependent protein Kinase). Cette protéine, aussi retrouvée sous le terme  DMI3 chez M. 
truncatula, a une activité qui dépend à la fois du calcium et de la CaM (Sathyanarayanan et 
al., 2000).  
Divers travaux ont permis d’établir différents rôles de la CaM et des CMLs dans les 
réactions de défense des plantes à des organismes pathogènes. Par exemple, les protéines 
cibles de CaM, comme le canal activé par les nucléotides cycliques AtCNGC2 (Cyclic 
Nucleotide-Gated ion Channel), la protéine membranaire MLO (powdery MiLdew-resistance 
gene O), AtBI-1 (Bax inhibitor-1) une protéine localisée à la membrane du Réticulum 
endoplasmique et impliquée dans la mort cellulaire, la protéine CBP60g (CaM-Binding 
Figure 10. Implication de la CaM et de CMLs dans les mécanismes de défenses contre les
pathogènes chez A. thaliana.
(A) Modèle illustrant l’implication de la CaM et des CMLs dans les mécanismes mis en place au
niveau cellulaire par la plante dans les réactions de défense contre les microorganismes
pathogènes. (B) Symptômes de maladie sur des feuilles de plantes mutantes cml9-1, surexprimant
CML9 (OCC4) et sauvages, en réponse à la souche bactérienne Pseudomonas syringae DC3000.
Des feuilles de plantes de 4 semaines ont été inoculées par infiltration avec une souche de
P.syringae pathovar tomato DC3000 (106 CFU/ml). Les symptômes de maladie sont observés 3
jours après l’infection. Comme le montre les clichés, des symptômes de maladie plus importants
sont observés sur les plantes mutantes cml9 par rapport aux plantes sauvages. (C) Mesure de la
croissance bactérienne in planta, dans les différents génotypes, deux jours après inoculation avec la
souche bactérienne P. syringae DC3000.
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Protein 60-like g) et le facteur de transcription CAMTA3 des acteurs du contrôle de 
l’homéostasie du SA (Acide Salicylique), montrent la diversité de l’action de la CaM au sein 
de la cellule dans les réponses contre les microorganismes pathogènes (Fig. 10A) (Kohler and 
Neuhaus, 2000; Ali et al., 2007; Du et al., 2009; Kawai-Yamada et al., 2009; Wang et al., 
2009).  
Dans les réactions de défense contre les microorganismes pathogènes, les plantes ont 
mis en place une réponse dite hypersensible (HR), qui correspond à une mort cellulaire au 
niveau du site d’infection pour  restreindre la croissance du pathogène. Parmi les partenaires 
de la CaM chez A. thaliana, les canaux ioniques CNGC2 (DND1 : Defense, NO Death 1) et 
CNGC4 (HLM1 : HR-like Lesion Mimic), participent à la mise en place de la HR. En effet, 
des mutants, perte de fonction de ces gènes, ne présentent plus de symptôme de HR, suite à 
l’infection par la bactérie pathogène P. syringae, possédant le gène d’avirulense avrRpt2 
(Clough et al., 2000; Balague et al., 2003). D’autre part, les mutants de ces canaux sont plus 
résistants à cette bactérie, montrant leur rôle en tant que régulateurs négatifs des défenses 
mise en place lors de l’infection par P. syringae. Ces canaux ioniques, peu spécifiques, sont 
perméables au calcium, et il semblerait qu’ils participent à l’influx de calcium induit par 
l’application d’un éliciteur bactérien, le LPS (LipoPolySaccharides) (Ma et al., 2009). Un 
autre exemple de cible de CaM impliqué dans la HR est illustré par AtBI-1, une protéine du 
Réticulum endoplasmique conservée dans différents organismes qui est un suppresseur de la 
mort cellulaire. Le mutant atbi-1 qui exprime un variant de la protéine AtBI-1 incapable de 
lier la calmoduline présente une plus forte induction de la mort cellulaire induite par 
l’infection par la souche P. syringae avrRpt2. Ces résultats révèlent l’importance du calcium 
et de la CaM dans la fonction  in planta de suppression de la mort cellulaire par d’AtBI-1. A 
coté de la CaM il existe aussi des preuves génétiques de l’implication des CMLs dans les 
mécanismes de HR. Par exemple des plantes mutantes perte de fonction cml24 sont altérées 
dans la formation des lésions liées à la HR provoquée lors de l’infection par la bactérie 
avirulente P. syringae avrRpt2 (Ma et al., 2008). Ce phénotype pourrait être corrélé à une 
dérégulation de la production d’oxyde nitrique dans ces mutants. CML43 serait aussi 
impliquée dans les mécanismes de HR, puisque des plantes surexprimants cette CML, 
présentent une réponse hypersensible rapide suite à une inoculation avec une bactérie 
avirulente par rapport à des plantes sauvages (Chiasson et al., 2005).  
Le travail sur la protéine de défense MLO (powdery MiLdew-resistance gene O) est 
aussi une démonstration du rôle de l’interaction avec la calmoduline dans la fonction in planta 
du partenaire. En effet, chez l’orge, les plantes mutantes perte de fonction du gène MLO sont 
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plus résistantes au champignon pathogène Blumeria graminis. Des mutations ponctuelles dans 
la partie C-terminale cytosolique de MLO responsable de la perte de liaison à la CaM, 
réduisent la susceptibilité à B. graminis, montrant ainsi l’importance de l’interaction dans la 
fonction de cette protéine (Kim et al., 2002). En plus, de son rôle dans la tolérance au froid 
décrit précédemment, CAMTA3 (ou AtSR1) participe aussi aux réponses des plantes contre 
les microorganismes pathogènes. En effet, les mutants camta3 présentant une induction 
constitutive de gènes de défense sont plus résistants à la bactérie P. syringae et au 
champignon Botitris cinerea (Galon et al., 2008).  De plus, il a été démontré que le SA 
s’accumulait rapidement dans ces mutants après l’infection par P. syringae. Cette 
accumulation pourrait être attribuée à la répression de l’expression d’EDS1 (Enhance Disease 
Susceptibility-1) un régulateur du taux de SA, par la liaison de CAMTA3 à son promoteur 
(Du et al., 2009). De manière intéressante la CaM participe aussi à la régulation positive de 
l’accumulation du SA via son interaction avec CBP60g, une protéine impliquée dans 
l’augmentation de la quantité de SA induite par les MAMPs (Microbe-Associated Molecular 
Pattern) (Wang et al., 2009). Ces deux derniers exemples illustrent la complexité des rôles 
antagonistes de la CaM dans la régulation négative et positive du taux de SA lors des réponses 
de défense contre les agents pathogènes (Fig. 10A).  
Récemment des travaux effectués au laboratoire apportent des preuves génétiques de 
l’implication de CML9 dans les défenses mises en place lors de l’infection par P. syringae. 
En effet, trois jours après inoculation avec la souche bactérienne P. syringae DC3000, les 
plantes mutantes perte de fonction de cml9 (cml9-1) ont des symptômes de chlorose plus 
importants par rapport aux plantes sauvages, alors qu’ils sont retardés chez des plantes 
surexprimant CML9 (OCC4) (Fig. 10B) (Leba et al., non publié). Ces symptômes sont 
corrélés à la croissance bactérienne in planta, puisque les plantes mutantes présentent 
significativement plus de bactéries que les plantes sauvages, contrairement aux plantes 
surexprimant CML9, qui en possèdent moins (Fig. 10C). Ces phénotypes pourraient être liés à 
une dérégulation de l’expression génique de gènes de défense, car la cinétique d’induction, 
des gènes PR1 (Pathogenesis related 1) et CBP60g, est altérée après inoculation avec la 
souche bactérienne P. syringae DC3000 dans les plantes, mutantes cml9 et surexprimant 
CML9 (Leba et al., données non publiées). D’après ces données, CML9 est impliquée en tant 
que régulateur positif, des défenses mises en place lors de l’infection par P. syringae, 
contrairement à son rôle négatif, dans la réponse aux stress abiotiques (stress hydrique et 
stress salin). D’autres données suggèrent aussi l’implication de CML10 dans des réactions de 
défense (Chiasson et al., 2005; Knoth et al., 2009). Cependant contrairement à la CaM les 
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cibles des CMLs impliqués dans ces mécanismes de défense n’ont pas été encore 
caractérisées. 
 
1.4. Conclusion 
 
Comme illustré dans cette partie introductive, les CaMs, CMLs, CBLs et CDPKs 
constituent des familles de protéines affines pour le calcium, jouant des rôles importants dans 
de nombreux aspects de la physiologie des plantes. Alors que des études variées sur la CaM 
depuis plusieurs dizaines d’années ont permis de lui attribuer un rôle majeur dans la 
régulation des principales fonctions cellulaires (métabolisme, expression génique, mécanisme 
de transport, division et différenciation cellulaire), la compréhension des autres classes de 
protéines, en particulier des CMLs, reste incomplète, car peu d’entres elles ont été 
caractérisées à ce jour. Si les caractéristiques structurales et les profils d’expression de ces 
classes de protéines les désignent comme des acteurs de la signalisation calcium dans divers 
contextes physiologiques, la démonstration de leurs rôles biologiques commence à révéler 
leurs fonctions spécifiques vraisemblablement à l’origine de la diversification de ces protéines 
chez les plantes. Il reste toutefois de nombreuses questions à élucider, qui peuvent se décliner 
sous deux formes : le rôle du calcium sur ces protéines, et la nature des événements régulés 
par ces protéines. Les variations de la signature des motifs EF-hand chez ces différentes 
protéines suggèrent qu’elles répondent à différentes signatures calciques. Cette hypothèse 
reste cependant à démontrer et l’analyse des propriétés de liaison à l’ion calcium est à 
explorer dans de nombreux cas. Un autre axe de recherche est l’identification des partenaires 
qui leurs assurent la conversion d’un signal calcique en réponse biologique. Le 
développement récent des méthodes d’analyse des interactions entre protéines est un atout 
majeur pour définir les substrats des CDPKs, des CBLs/CIPKs, et des partenaires des CMLs. 
L’étape suivante est de comprendre l’importance de ces interactions dans les fonctions in 
planta de ces différentes protéines. La disponibilité croissante de matériel génétiquement 
modifié (plantes transgéniques ou mutantes) constitue une aide précieuse pour déchiffrer ces 
voies de signalisation. Enfin, il reste à intégrer les connaissances acquises sur les voies de 
signalisation calcium dans le contexte global des réseaux de signalisation, où le calcium 
intervient de façon coordonnée avec les signaux hormonaux et d’autres seconds messagers.  
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1.5.  Objectifs de la thèse 
 
Le travail  de thèse s’inscrit dans le cadre global de l’étude du décodage des signaux 
calciques par les protéines affines pour cet ion. Il concerne l’analyse fonctionnelle de CML9, 
un représentant de la famille des CMLs d’A. thaliana, dont le rôle dans la tolérance à des 
stress abiotiques (stress hydrique et le stress salin) et dans la sensibilité à une bactérie 
pathogène P. syringae, a été démontré au laboratoire par des approches génétiques. L’objectif 
de la thèse a été d’isoler les partenaires de CML9 en vue d’identifier les processus cellulaires 
régulés par cette CML. Dans une première partie du manuscrit, l’isolement des partenaires de 
CML9 à l’aide de différentes méthodes d’analyse des interactions protéine-protéine est 
présenté. Après avoir validé les partenaires ainsi isolés, sont exposées les données de la 
littérature disponibles pour chacun d’entre eux. Parmi ces partenaires, PRR2 un élément 
atypique du système à deux composants a été retenu pour la suite du travail. La deuxième 
partie du manuscrit présente les résultats relatifs à l’analyse de l’interaction physique et 
fonctionnelle entre CML9 et PRR2.  
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Figure 11. Méthodologies pour étudier les interactions protéine-protéine.
Exemples des approches expérimentales utilisées pour étudier les interactions protéine-protéine in 
vitro, in vivo et in silico. La superposition des trois cercles illustre l’importance des trois approches 
pour définir avec justesse les interactions protéine-protéine. Abréviations : Y2H, Double hybride chez 
la levure ; BD, Domaine de liaison à
 
l’ADN ; AD, Domaine de transactivation
 
; Bait, appât ; Prey, proie 
; CRE, Élément cis de régulation ; AFP, Protéine fluorescente ; LUC, Luciférase ;   TAP/TAG, Tandem 
Affinity Purification ; CP, protéine contaminante ; PPC, complexe protéique proie ; FRET, 
Fluorescence Resonance Energy Transfer ; BRET, Bioluminescence Resonance Energy Transfer. 
Adapté
 
de Morsy
 
et al., 2008.
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2. RESULTATS 
 
2.1. CHAPITRE I : Recherche des partenaires protéiques de CML9 
 
2.1.1. Stratégie expérimentale 
 
En vue d’identifier les processus cellulaires impliquant CML9, notre approche a 
d’analyse des interactions protéine-protéine. Ceci comprend par exemple des méthodes 
expérimentales, in vitro avec l’utilisation de la chromatographie d’affinité, les puces de 
protéines, in vivo via le double hybride dans la levure, la technologie TAP/TAG et les 
analyses par FRET, et des méthodes in silico principalement basées sur la prédiction grâce 
aux données de la littérature (Fig. 11) (Morsy et al., 2008). Toutefois, une seule approche 
expérimentale n’est pas capable de déterminer toutes les interactions protéine-protéine, due 
d’une part, à la différence d’abondance, de localisation des protéines et d’autre part, à une 
grande diversité de constante d’équilibre de dissociation des complexes protéiques. 
L’utilisation par exemple du TAP/TAG, basé sur la chromatographie d’affinité et 
l’identification des protéines par spectrométrie de masse, présente l’avantage d’isoler in vivo 
les complexes protéiques directement à partir des extraits végétaux, mais avec comme limite 
d’isoler principalement les complexes stables et abondants. Des essais préliminaires effectués 
au laboratoire, à l’aide de la protéine CML9 recombinante, fixée sur un support d’affinité, ont 
été réalisés en vue d’isoler les partenaires de CML9 présents dans un extrait végétal. Cette 
approche n’a pas été concluante, ne permettant pas d’enrichir les fractions retenues sur le 
support d’affinité en partenaires de CML9, probablement due à leurs sous-représentations 
dans ce type de matériel. Une alternative aux problèmes liés à la faible abondance des 
partenaires protéiques qui limite leurs identifications, est l’utilisation de banque d’expression 
d’ADNc.  
Le criblage de banque d’expression in vitro produite dans E. coli à l’aide de 
calmoduline utilisée comme sonde, est sans doute la technique qui a permis d’identifier la 
majeure partie des interactants de la CaM (Reddy and Reddy, 2004). L’efficacité de cette 
méthode dans le cas de la recherche des partenaires de la CaM, s’explique en partie par la 
possibilité d’effectuer le criblage en présence ou en absence de calcium, ce qui permet 
d’isoler les cibles dont l’interaction est calcium-dépendante et de diminuer l’isolement de 
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consisté, au départ de ce travail, à rechercher les protéines cibles de CML9 dont aucune 
n’avait été rapportée au début des travaux de thèse. Il existe de nombreuses approches 
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faux positifs. De plus, le domaine d’interaction des cibles de CaM est dans la grande majorité 
des cas, une courte séquence peptidique qui ne nécessite pas de modifications post 
traductionnelles pouvant poser problème lors de l’utilisation d’un système d’expression 
procaryote. Cette méthode implique un étiquetage de la calmoduline qui peut se faire grâce à 
différentes techniques de marquage, comme l’incorporation d’un radioélément, d’un 
fluorophore ou d’épitopes DIG (digoxigénine). Des travaux antérieurs dans l’équipe, ont 
utilisé la calmoduline marquée à son extrémité par du 32P pour cribler in vitro une banque 
d’expression préparée à partir de suspensions cellulaires, soumise ou non à un stress 
osmotique. Cette stratégie a permis d’identifier de nouvelles cibles de calmoduline, comme un 
récepteur de type kinase RLK (Charpenteau et al., 2004) et une protéine nucléaire 
AtCaMBP25  impliquée dans la réponse aux stress osmotiques (Perruc et al., 2004). Des 
études préliminaires dans l’équipe sur cette banque d’expression ont permis de montrer que 
CML9 y était exprimé, laissant penser que ces partenaires le sont aussi. Nous avons donc 
choisi d’utiliser CML9, comme cela avait été fait pour la CaM, comme sonde radiomarquée 
pour cribler cette banque d’expression.   
Une autre méthode couramment utilisée pour le criblage de banque d’expression est la 
technique double hybride chez la levure. Le principe de base s’appuie sur la reconstitution 
fonctionnelle d’un facteur de transcription (Gal4 ou LexA), dont le domaine de liaison à 
l’ADN (BD) est séparé physiquement du domaine de transactivation (AD). Lors d’une 
interaction entre deux protéines fusionnées au domaine BD (l’appât) et au domaine AD (la 
proie), la reconstitution du facteur de transcription induit alors l’activation de gènes 
rapporteurs qui permet aux levures de croître sur un milieu sélectif (Fig. 11, Annexe 1 page 
103). Utilisée couramment dans les laboratoires, cette technique in vivo, s’avère simple à 
mettre en œuvre avec un faible coût, ce qui facilite son utilisation pour des criblages à très 
grande échelle. Elle permet aussi de diminuer les problèmes liés au mauvais repliement des 
protéines et s’avère efficace pour révéler des interactions faibles. Cependant, cette technique 
n’est pas sans inconvénients, en effet, une grande partie des interactions connues ne sont pas 
retrouvées dans ce système. Ils existent plusieurs raisons pour expliquer ce problème. Tout 
d’abord, le système classiquement utilisé repose sur le transport dans le compartiment 
nucléaire des protéines testées qui se fait grâce à des signaux d’adressage nucléaire. Ces 
derniers s’avèrent parfois inefficaces contre des signaux d’adressage intrinsèques aux 
protéines, dirigés vers d’autres compartiments de la cellule. De plus, lors de l’utilisation en 
tant qu’appât de facteur de transcription ou de protéine qui possèdent un point isoélectrique 
très acide, une autoactivation des gènes rapporteurs est souvent rencontrée. Ces différents 
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Figure 12. Procédure d’isolement et d’identification des partenaires de CML9 à
 
partir de
 
 
criblage de banque d’expression in vitro avec la sonde CML9 radiomarquée.
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problèmes ne semblent pas être rencontrés avec l’utilisation de la calmoduline dans ce 
système, en effet dans la littérature et au laboratoire des expériences d’interaction CaM/cible 
ont été effectuées avec succès (Prichard et al., 1999). Pour augmenter nos possibilités d’isoler 
des partenaires de CML9, nous avons choisi d’utiliser cette technique en la sous traitant à la 
société Hybrigenics®. Cette société dispose d’une banque d’expression d’ADNc (ADN 
complémentaire) d’A. thaliana, préparée à partir de jeunes plantules, qui correspond à un 
matériel complémentaire de celui utilisé dans notre criblage in vitro, dans lequel au 
laboratoire il a pu être montré que CML9 était exprimé (Magnan et al., 2008). 
    
2.1.2.  Isolement et identification de partenaires protéiques de CML9 
 
2.1.2.1. Criblage in vitro d’une banque d’ADNc d’A. thaliana 
 
En vue de cribler notre banque d’expression d’A. thaliana, une sonde CML9 
radiomarquée a été générée. L’ADNc de CML9 a été cloné en fusion avec la glutathion-S- 
transférase (GST) dans E. coli, permettant par la suite sa purification par chromatographie 
d’affinité. Un site de clivage protéolytique et de phosphorylation à l’extrémité N-terminale de 
CML9 a aussi été introduit conférant respectivement la libération de CML9 de la partie GST 
et son radiomarquage par phosphorylation in vitro, en présence d’une kinase et de [γ-33P] 
ATP. Ce système a ainsi permis d’obtenir une fraction purifiée de CML9 radiomarquée 
constituant la sonde utilisée pour cribler la banque. 
La banque d’ADNc d’A. thaliana disponible dans l’équipe étant conservée sous forme 
de pool de plasmides, nous avons utilisé une partie aliquote de ce pool  pour transformer la 
souche bactérienne BL21 d’E. coli. Pour faciliter le criblage de cette banque d’expression et 
l’isolement des clones d’intérêt, nous avons choisi de limiter cette expérience à 38400 clones 
indépendants. Pour ce faire, les clones ont été prélevés et organisés sur 100 microplaques à 
l’aide de la station robotisée Q-bot du Centre National de Ressources Génomiques Végétales 
(CNRGV). Conservés dans chaque plaque, les clones ont ensuite été déposés sur une 
membrane de nitrocellulose grâce au robot grideur Biorobotics Biogrid du Centre de 
Ressources Génotypage et Séquençage (CRGS). Suite à l’hybridation de la membrane avec la 
sonde CML9 en présence de calcium, l’autoradiographie indique que chaque clone donne un 
signal d’intensité différent (Fig. 12A). Quelques signaux présentent une forte intensité, 
indiquant une interaction importante de la sonde CML9 avec le produit d’expression de ces 
clones (clones 2, 5 et 6, présentés sur le zoom de l’autoradiogramme, Fig. 12B). Afin de 
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Tableau 2. Nature des clones sélectionnés lors du criblage in vitro d’une banque 
d’expression d’A. thaliana.
Numéro At Annotation des clones sélectionnés nombre ADNc
At2g24940 AtMAPR2 1
At3g56190 Alpha-SNAP2 1
At2g30620 Histone H1.2 1
At5g18800 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit (NDUFA8) 1
At3g59040 Pentatricopeptide
 
(PPR) 1
At5g16370 Acyl activating enzyme 5 (AAE5) 1
At3g51430 Strictosidine
 
synthase-like
 
5 (SSL5, YSL2) 1
At1g47260 Gamma carbonic anhydrase 2 (CA2) 1
At2g37040 Phenylalanine ammonia-lyase (PAL1) 1
At2g35330 Zinc finger protein 2
At4g13985 Fbd-associated F-box protein (FBD1) 1
At1g50420 Scarecrow like 3 (SCL3) 2
At1g20450 Early response to dehydration 10  (ERD10) 1
At1g48420 D-Cysteine desulfhydrase (AtACD1) 1
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mieux les discriminer, une quantification de l’intensité des signaux d’hybridation de 
l’ensemble des clones a été effectuée. Une valeur seuil d’intensité du signal a été définie grâce 
à un outil semi statistique (la boîte à moustache de Tukey, Annexe 2, page 103), qui permet 
de dégager les signaux de plus forte intensité qui correspondent aux valeurs atypiques. Il 
apparaît ainsi que les valeurs d’intensité des clones 2, 5 et 6 se situent très nettement au 
dessus de la valeur seuil (Fig. 12C), désignant ces clones comme positifs à l’issue de ce 
premier criblage. L’ensemble des clones positifs, environ une centaine, additionné de 
quelques clones négatifs ont ensuite été transférés dans une nouvelle plaque. Ces différents 
clones ont été testés de la même façon que lors du criblage, permettant d’évaluer, grâce à trois 
répliques techniques, la reproductibilité des résultats obtenus. De ce fait sur les cent clones 
sélectionnés, vingt seulement donnent des signaux d’hybridations reproductibles constituant 
ainsi des candidats comme partenaires de CML9. Les ADNc de ces clones ont été séquencés 
et analysés par bioinformatique en comparaison avec le génome d’A. thaliana ce qui a permis 
d’identifier les gènes candidats correspondants. Parmi celles identifiées, nous avons écarté les 
protéines ribosomales et chaperons que nous avons considéré, comme de faux positifs. En 
effet, l’abondance de ces protéines dans les cellules augmente leurs probabilités d’interagir de 
manière aspécifique, ce qui conduit à les retrouver dans les différents criblages de protéines 
cibles (Miernyk and Thelen, 2008). Pour les protéines restantes, la majorité correspond à des 
ADNc partiels dont deux codent pour la protéine SCL3 et deux autres pour une protéine à 
doigt de zinc. Cinq ADNc pleine taille codant pour une Histone H1.2, une NADH-ubiquinone 
oxidoreductase 19 kDa subunit (NDUFA8) et une Gamma carbonic anhydrase 2 (CA2) ont 
ainsi été isolées. On notera qu’à ce stade expérimental, nous ne pouvons pas savoir si les 
ADNc isolés sont dans le bon cadre de lecture. En effet, le vecteur d’expression utilisé intègre 
une répétition de Cytosine en amont des ADNc conduisant la polymérase à lire les séquences 
des ADNc dans les trois cadres de lecture (Galaud et al., 1999).  
A l’issue de ce criblage, 14 protéines de structures et de fonctions variées, comme des 
enzymes du métabolisme et des protéines nucléaires ont pu être identifiées comme étant des 
partenaires de CML9 (Tableau 2). 
 
2.1.2.2. Criblage in vivo d’une banque d’ADNc d’A. thaliana par la technique  
  de double hybride chez S. cerevisae. 
 
 La deuxième approche utilisée au cours de ce travail pour rechercher les partenaires de 
CML9 a été effectuée in vivo grâce à la technique de double hybride dans la levure. Dans un 
Tableau 3. Nature des clones sélectionnés lors du criblage in vivo d’une banque 
d’expression d’A. thaliana.
Numéro At Annotation des clones sélectionnés nombre ADNc
At4G18020 Pseudo Response Regulator 2 (PRR2) 1
At2G10940 Lipid Transfer Protein like (LTP like) 13
At2G35880 Protéine de fonction inconnue 1
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premier temps, avant de sous-traiter ce criblage de banque d’ADNc, CML9 a été testé en tant 
qu’appât dans le système double hybride Gal4 disponible dans l’équipe, pour évaluer une 
éventuelle propriété autoactivatrice. Les résultats ont montré que CML9 fusionnée en BD de 
Gal4 était capable d’activer les gènes rapporteurs et donc possédait une propriété 
autoactivatrice, probablement due à son point isoélectrique très acide. Pour s’affranchir de ce 
problème, nous avons utilisé le 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazole), un inhibiteur compétitif du 
produit du gène HIS3, qui permet de réduire le bruit de fond généré par la construction BD-
CML9. Une fois ces informations obtenues et transmises à la société Hybrigenics, celle-ci a 
pu effectuer le criblage de la banque d’ADNc avec le système double hybride LexA dans les 
conditions adaptées. 
 En utilisant une approche de croisement avec deux souches de levures haploïdes de 
type sexuel différent Mata et Matα, contenant respectivement l’appât et la proie, environ 106 
la banque (Fig. 13). Le crible a été effectué sur un milieu sélectif pour l’interaction additionné 
de 3-AT pour abolir l’autoactivation des gènes rapporteurs induit par BD-CML9. Les clones 
positifs ont ensuite été isolés et les ADNc correspondant séquencés. L’analyse 
bioinformatique de ces séquences en comparaison avec le génome d’A. thaliana a consisté, 
dans un premier temps à écarter les ADNc en position antisens ou dans le mauvais cadre de 
lecture, puis à identifier les gènes correspondants aux ADNc restants. A ce stade, les faux 
positifs, classiquement retrouvés dans cette banque au cours des différents criblages effectués 
par la société Hybrigenics ont été soustraits. Parmi ces protéines, on retrouve des protéines 
chaperons, des enzymes de dégradation des protéines, mais aussi certaines protéines cibles du 
facteur de transcription LexA (données fournies par Hybrigenics). Au final, trois protéines ont 
été retenues à l’issue de ce criblage. Un score de confiance leur a été attribué en prenant en 
compte le nombre des ADNc indépendants retrouvés dans le même criblage et en évaluant la 
reproductibilité de ces interactions, en comparant les dix criblages indépendants fait avec 
l’appât BD-CML9 (Formstecher et al., 2005). Suite à ce processus de notation, il ressort trois 
protéines dont une protéine apparentée aux protéines de transfert des lipides (LTP-like) pour 
laquelle un score de confiance maximale de A, a été attribué car 13 ADNc indépendants ont 
pu être identifiés dans ce crible (Tableau 3). L’alignement de ces ADNc délimite une région 
très hydrophobe de 150 acides aminés responsables de l’interaction qui est annotée comme 
étant un domaine PRP (Proline Rich Protein). Les autres partenaires identifiés sont une 
protéine de fonction inconnue et PRR2 un facteur de transcription potentiel appartenant au 
système à deux composants (Tableau 3). Un score de D qui correspond à une confiance 
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millions de clones ont été générés et testés ce qui correspond à un recouvrement de 10 fois 
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modérée, leur a été attribué car un seul ADNc codant ces protéines a été isolé au cours de ce 
crible. 
 Globalement ce criblage de banque d’expression n’a permis d’isoler que trois 
protéines partenaires de CML9. Ceci amène à s’interroger sur l’efficacité de ce crible puisque 
l’on aurait pu s’attendre à révéler plus de partenaires de CML9. D’après les résultats globaux 
obtenus sur l’ensemble des criblages double hybride effectués par la société Hybrigenics, en 
moyenne plus d’une centaine de clones sont isolés par crible. Dans notre cas, très peu de 
clones (environ une dizaine) ont été isolés, il est probable alors que l’on sous-estime le 
nombre de clones positifs. Ce problème est certainement dû à la difficulté rencontrée avec 
l’autoactivation provoquée par l’appât (BD-CML9), qui oblige à travailler sur un milieu plus 
stringent, perturbant sans doute le système et conduisant à sous-estimer le nombre de clones 
positifs.   
 
2.1.3. Vérification des interactions entre CML9 et les produits des clones 
sélectionnés  
 
Lors des deux criblages, dans la plupart des cas les protéines identifiées correspondent 
à des ADNc partiels. Il apparaît donc nécessaire de confirmer les interactions entre CML9 et 
ces protéines sous leur forme complète. Ainsi nous avons choisi de vérifier ces interactions 
par les mêmes procédures expérimentales in vitro et in vivo utilisées au cours des criblages. 
Les ADNc pleine taille des partenaires identifiés ont été récupérés dans différents centres de 
ressource de génomique puis clonés dans des vecteurs d’expression afin de les exprimer dans 
des systèmes hétérologues dont E. coli et S. cerevisae, utilisés pour la validation des 
interactions. 
   
2.1.3.1. Interaction in vitro 
 
Les différents ADNc pleines tailles ont été fusionnés à la GST dans un vecteur 
d’expression afin de produire les protéines correspondantes dans E. coli et de les purifier sur 
une colonne d’affinité glutathion-sepharose. Après purification, l’intégrité des protéines a été 
vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE. Sept protéines sur les dix sept identifiées, n’ont pas 
pu être testées par cette technique de validation, car elles n’ont pas pu être purifiées, parce que 
non solubles dans E. coli. Les autres protéines pures produites ont été déposées sur une 
membrane de nitrocellulose puis incubées avec la sonde CML9 radiomarquée en présence de 
Figure 14. Analyse de l’interaction entre les différentes protéines cibles 
fusionnées à
 
la GST et CML9 utilisé
 
comme sonde.
Sur les autoradiographies sont indiquées les quantités de protéines en
 
 
microgramme déposées sur les membranes de nitrocellulose. Après blocage, 
les membranes sont incubées en présence de Ca2+ avec la sonde CML9.
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Ca2+. Suite à l’hybridation de la membrane, l’autoradiographie indique que les protéines 
déposées donnent un signal d’intensité différente (Fig. 14). A titre de contrôle négatif, la GST 
quelque soit la quantité déposée sur la membrane, ne révèle pas de signaux d’interaction, 
indiquant que la sonde CML9 n’interagit pas avec la GST présente sur l’ensemble des 
protéines testées. Au contraire, toutes les protéines partenaires de CML9 dont la forme pleine 
taille avait été isolée au cours du criblage, comme CA2, α-SNAP2 et l’Histone H1.2, 
présentent un fort signal d’hybridation visible entre 10 µg et 1 µg de dépôt (Fig. 14). Pour les 
autres protéines précédemment isolées sous leur forme partielle, certaines comme la PAL1, 
AtACD1, AAE5, PRR2 et la LTP-like présentent des forts signaux d’hybridation indiquant 
qu’elles interagissent avec CML9. Ceci montre que les produits issus de la traduction des 
ADNc transcrits dans le bon cadre de lecture, sont bien capables d’interagir avec CML9. 
  D’autres protéines, dont AtMAPR2 et ERD10 ne semblent pas capables d’interagir 
avec CML9 car aucun signal d’hybridation n’est détecté (Fig. 14). Ces protéines sont donc 
très vraisemblablement des faux positifs isolés au cours du criblage in vitro. Correspondant à 
des ADNc partiels lors de leurs isolements au cours du criblage de la banque, il est probable 
que le produit d’expression en résultant ait adopté un mauvais repliement induisant une 
interaction aspécifique avec CML9.   
Globalement pour les interactions validées, les signaux d’hybridation sont obtenus 
pour des quantités importantes déposées sur la membrane de nitrocellulose, suggérant un seuil 
de détection faible. Ceci pourrait donc correspondre à la visualisation d’interactions de faible 
affinité dans ces conditions expérimentales. Ainsi, nous avons cherché à augmenter ce seuil 
de détection en faisant varier différents paramètres du tampon d’hybridation. CML9 étant une 
protéine affine pour le calcium, le travail s’est focalisé sur le fait de savoir si ces interactions 
étaient Ca2+ dépendantes. Pour cela, des essais similaires ont été effectués en présence 
d’EGTA un chélateur de Ca2+. Des résultats identiques ont été obtenus, suggérant que CML9 
interagisse avec ces cibles de manière calcium indépendante dans nos conditions 
expérimentales. Il est connu aussi que les interactions CaM/cible peuvent être dépendantes du 
pH (Yamaguchi et al., 2005).  Différents pH ont donc été testés afin d’apprécier l’effet sur 
l’interaction. Dans ces différentes conditions des résultats similaires ont été obtenus. Le 
travail s’est intéressé à savoir si des cibles de CML9 identifiées par Popescu et al., 2007, se 
comportaient de la même façon que les cibles isolées dans nos deux cribles. Comme illustré 
sur la figure 14, les protéines TGA3, CPK30 et MAPKKK20 présentent le même seuil de 
détection, indiquant qu’elles interagissent d’une façon similaire avec CML9 dans les 
différentes conditions (pH et Ca2+) testées précédemment.    
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BD-CML9 / AD-vide
BD-CML9 / AD-PRR2
-TL -TLHA+3-AT
Figure 15. Analyse de l’interaction in vivo par double hybride dans la levure.
Après avoir cotransformé
 
les levures avec les constructions BD-CML9 et AD-vide
 
ou AD-PRR2, 
la souche de levure AH109 est mise en culture à
 
28°C plusieurs jours sur les milieux sélectifs 
pour l’interaction (-TLHA+100 mM de 3-AT) ou non sélectif (-
 
TL). Les levures sont déposées à
 
différentes concentrations décroissantes indiquées par les triangles.
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Pour résumer, la majorité des protéines cibles de CML9 identifiées dans nos criblages 
initiaux, sont confirmées dans cet essai, sous leur forme pleine taille et pure, sauf pour 
AtMAPR2 et ERD10. Ces différentes protéines semblent interagir de manière calcium 
indépendante avec CML9. Cependant ces interactions paraissent faibles vu la quantité de 
protéine nécessaire pour les visualiser. Il apparaît donc nécessaire de valider ces partenaires 
par d’autres approches expérimentales. 
        
2.1.3.2. Interaction in vivo 
 
Afin de confirmer les partenaires issus du criblage avec CML9, la technique de double 
hybride a été choisie pour tester les interactions dans un contexte cellulaire. Le système 
double hybride Gal4 a été utilisé. Les ADNc pleine taille de CML9 et des partenaires 
identifiés ont été fusionnés au BD et à l’AD de GAL4 respectivement. Dans un premier 
temps, les levures portant les constructions ont été étalées sur un milieu non sélectif (–TL) 
pour vérifier si l’expression des protéines n’affectait pas la viabilité des levures. Par la suite, 
l’expression et l’intégrité des différentes protéines testées ont été examinées par Western blot. 
Une fois tous ces contrôles effectués, les levures ont été étalées sur un milieu sélectif pour 
l’interaction (–TLHA+3-AT). Parmi toutes les 17 protéines testées, seule PRR2 a permis aux 
levures de pousser (Fig. 15), révélant une interaction de cette protéine avec CML9. Les 
mêmes essais ont été effectués en intervertissant les vecteurs à savoir CML9 fusionné à l’AD 
et tous ses partenaires potentiels au BD. Malheureusement aucune interaction n’a été 
observée. Globalement, ce système double hybride ne semble pas adapter pour valider les 
interactions observées précédemment in vitro. Plusieurs éléments décrits dans la partie (2.1.1, 
page 30) peuvent expliquer ce problème. Par exemple, il peut paraître étonnant que la protéine 
LTP-like et la protéine de fonction inconnue, isolées via le criblage double hybride, ne soient 
pas validées dans ce système. Certains auteurs indiquent, qu’entre le système double hybride 
Gal4 et LexA, les interactions ne sont pas toujours confirmées dans ces deux systèmes 
(Causier, 2004), ce qui peut être un premier élément de réponse. De plus, la protéine LTP-like 
isolée au cours du criblage double hybride, illustre probablement le problème rencontré avec 
la présence de signaux d’adressage intrinsèques qui peuvent empêcher l’adressage nucléaire 
nécessaire à l’interaction. En effet, l’ADNc partiel correspondant à cette protéine a été isolé 
sans son peptide signal d’adressage extracellulaire. Il est possible que la protéine dans sa 
version complète empêche son adressage nucléaire.  
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Tableau 4. Bilan des validations in vitro et in vivo des partenaires de CML9.                                    
n.d
 
: Les protéines NDUFA8, PPR, SSL5, Zinc finger protein, FBD1 et SCL3
 
 n’ont pas pu être testées in 
vitro car pas exprimées dans E. coli.
Numéro At Partenaires de CML9
Validation
in vitro in vivo
At2g24940 AtMAPR2 - -
At3g56190 α-SNAP2 + -
At2g30620 Histone H1.2 + -
At1g20450 Early response to dehydration 10 (ERD10) - -
At5g18800 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit (NDUFA8) n.d -
At3g59040 Pentatricopeptide
 
(PPR) n.d -
At5g16370 Acyl activating enzyme 5 (AAE5) + -
At3g51430 Strictosidine
 
synthase-like
 
5 (SSL5, YSL2) n.d -
At1g47260 Gamma carbonic anhydrase 2 (CA2) + -
At2g37040 Phenylalanine ammonia-lyase (PAL1) + -
At2g35330 Zinc finger protein n.d -
At4g13985 Fbd-associated F-box protein (FBD1) n.d -
At1g50420 Scarecrow like 3 (SCL3) n.d -
At1g48420 D-Cysteine desulfhydrase (AtACD1) + -
At2G35880 Protéine de fonction inconnue n.d -
At4G18020 Pseudo Response Regulator 2 (PRR2) + +
At2G10940 Lipid Transfer Protein (LTP like) + -
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2.1.3.3. Bilan des validations des partenaires de CML9 
        
Suite à l’isolement des partenaires de CML9 par différentes méthodes de criblage, la 
validation in vitro a permis de confirmer l’interaction physique de CML9 avec les protéines 
CA2, α-SNAP2, l’Histone H1.2, PAL1, AtACD1, AAE5, PRR2 et la LTP-like (Tableau 4). 
L’approche in vivo n’a permis de confirmer qu’une seule interaction entre la protéine PRR2 et 
CML9. Les protéines AtMAPR2 et ERD10 n’ont été validées par aucune des méthodes 
suggérant qu’elles sont des faux positifs. Les protéines NDUFA8, PPR, SSL5, FBD1, SCL3, 
la protéine à doigt de zinc et de fonction inconnue restent des protéines à valider par d’autres 
approches d’interaction protéine-protéine puisqu‘elles n’ont pu être confirmées in vitro. La 
suite du travail s’est donc focalisée sur les protéines validées in vitro et/ou in vivo.      
 
2.1.3.4. Analyses complémentaires sur les partenaires de CML9 
 
Parmi les protéines retenues, nous avons identifié d’après l’annotation AGI 
(Arabidospsis Genome Initiative), des régulateurs de l’expression génique, avec une histone 
H1.2 et un Pseudo Response Regulator (PRR2) ; des enzymes du métabolisme avec une Acyl 
activating enzyme (AAE5), une phenylalanine ammonia-lyase (PAL1) et une D-Cysteine 
desulfhydrase (AtACD1). Une protéine apparentée aux protéines de transfert des lipides 
(LTP-like), une protéine du transport vésiculaire alpha soluble NSF attachement protein (α-
SNAP2) et une protéine mitochondriale de la chaîne de transfert des électrons (CA2) ont été 
aussi identifiées. Dans le but d’apporter des informations sur le rôle biologique de ces 
protéines, une étude approfondie a été entreprise sur les données bibliographiques 
disponibles. Un examen de leurs séquences protéiques a aussi été effectué pour apporter des 
informations sur leurs localisations subcellulaires et leurs rôles biochimiques. Finalement, 
l’étude des données de transcriptome utilisant les puces à ADN d’A. thaliana nous a renseigné 
sur leurs profils d’expression. 
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Tableau 5. Localisation subcellulaire des partenaires de CML9.  
Abréviations : (p) = analyse proteomique; (g) = analyse par microscopie avec l’étiquette GFP; (?) = prédiction
Partenaires de CML9 Localisation subcellulaire
α-SNAP2 tonoplaste
 
(p) et membrane plasmique (p)
Histone H1.2 nucléole (p,g)
Acyl activating enzyme 5 (AAE5) peroxysome
 
(p)
Gamma carbonic anhydrase 2 (CA2) mitochondrie (p)
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL1) cytosol (?)
D-Cysteine desulfhydrase (AtACD1) mitochondrie (g)
Pseudo Response Regulator 2 (PRR2) noyau (?)
Lipid Transfer Protein (LTP like) chloroplaste  (p)
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2.1.3.4.1. Localisation subcellulaire des partenaires de CML9  
 
La plupart de ces protéines ont des localisations subcellulaires connues observées par 
des analyses de microscopie ou de protéomique, indiquant qu’elles se retrouvent dans la 
plupart des compartiments cellulaires (Tableau 5). Ainsi l’Histone H1.2 fusionnée à la GFP a 
été localisée dans les noyaux des cellules végétales (Pendle et al., 2005), et il est fort probable 
que la protéine PRR2, pour laquelle il n’y a pas de données expérimentales, se retrouve aussi 
dans ce compartiment cellulaire puisqu’elle possède un domaine de liaison à l’ADN. La 
PAL1 n’a pas de localisation connue, ni de signal d’adressage particulier qui pourrait 
l’assigner à un compartiment cellulaire, nous la localiserons par défaut donc dans le 
cytoplasme. Pour les autres protéines, elles semblent se localiser dans les différents organites 
de la cellule. La protéine AtACD1 fusionnée à la GFP a pu ainsi être localisée au niveau de la 
mitochondrie chez A. thaliana (Riemenschneider et al., 2005). De la même façon, la protéine 
CA2 a pu être identifiée dans cet organite par des analyses de protéomique, données qui sont 
en accord avec la présence d’un signal d’adressage mitochondrial dans sa séquence protéique 
identifié par la base de donnée TargetP. La protéine soluble α-SNAP2 appartenant au 
complexe SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Adaptor protein Receptors), a 
pu être identifiée par des analyses de protéomique à la fois au niveau du tonoplaste et de la 
membrane plasmique. L'étude du protéome de peroxysomes de feuille d’A. thaliana a permis 
d’identifier l’enzyme AEE5 en accord avec les prédictions des bases de données Ipsort et 
PeroxP. En ce qui concerne la LTP-like, différentes analyses indépendantes du protéome du 
chloroplaste l’ont identifié dans ce compartiment. Ces données par contre ne sont pas en 
accord avec la présence d’un peptide signal qui l’adresserait au niveau de l’apoplaste. 
La répartition nucléo/cytoplasmique observée pour CML9 en fusion avec une protéine 
fluorescente (Figure. 7, page 19) est compatible avec la localisation, cytosolique de l’α-
SNAP2  et de la PAL1, et la localisation nucléaire des protéines Histone H1.2 et PRR2. 
N’ayant pas observé une localisation de CML9 dans les mitochondries, chloroplastes et 
peroxysomes, nous avons choisi de ne pas considérer pour la suite du travail les protéines 
localisées dans ces organites à savoir AEE5, CA2, AtACD1 et LTP-like.  
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Tableau 6. Fonctions des partenaires de CML9.
Partenaires de CML9 fonction de la protéine Références
α-SNAP2
Appartient à
 
une famille de protéines associées 
aux fusions des membranes , rôle éventuel 
dans les défenses associées aux éliciteurs
Sanderfoot
 
et al., 2000 
Benschop
 
et al., 2007
Histone H1.2 Protéine associée à
 
la chromatine, participe au 
contrôle de la méthylation
 
de l'ADN
Pendle
 
et al., 2005   
Wierzbicki
 
et al., 2005
phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL1)
enzyme du métabolisme des 
phénylpropanoides, impliquée dans les 
réponses aux stress biotiques et abiotiques
Wanner
 
et al., 1995
Olsen et al., 2008
Pseudo Response 
Regulator 2 (PRR2)
fonction inconnue, protéine appartenant au 
système à
 
deux composants Makino
 
et al., 2000
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2.1.3.4.2. Fonction biologique des partenaires de CML9 
 
Dans le but d’apprécier la fonction biologique des partenaires retenus, une analyse 
bibliographique et in silico, a été effectuée sur les gènes correspondants. Un résumé des 
données est reporté dans le tableau 6.  
La PAL (Phenylalanine Ammonia-Lyase) est une enzyme clé du métabolisme des 
phénylpropanoides qui conduit à la biosynthèse des lignines et des flavonoides (Wanner et al., 
1995). Elle est codée par une famille de gènes qui ne compte que quatre membres chez A. 
thaliana. Parmi ces membres on retrouve la PAL1 identifiée dans notre étude qui est exprimée 
dans tous les organes de la plante avec en particulier une très forte expression au niveau de la 
tige. Ce gène est corégulé avec la PAL2, à la fois au niveau du développement, mais aussi lors 
de l’infection par la bactérie Pseudomonas syringae et des éliciteurs, ce qui leur confère un 
profil d’expression distinct des deux autres gènes PAL (Olsen et al., 2008). La PAL1 est 
associée à des mécanismes de défense contre les agents pathogènes, mais des données 
récentes suggèrent aussi un rôle dans les réponses contre les stress abiotiques (Olsen et al., 
2008). Son activité enzymatique étant bien caractérisée, nous avons cherché à savoir si 
l’interaction avec CML9 était capable de la modifier. Pour ce faire disposant de la protéine 
recombinante PAL1, nous avons mesuré l’activité in vitro de cette enzyme en ajoutant ou non 
CML9. Ces essais n’ont pas permis de montrer une modulation de l’activité de la PAL1 par 
CML9, nous avons donc décidé de ne pas donner suite à l’étude de ce partenaire.  
Les protéines SNAP sont des petites protéines qui font partie du complexe SNARE 
(N-ethylmaleimide-sensitive factor adaptor protein receptor) impliqué dans la biogenèse des 
vésicules membranaires qui jouent un rôle important dans le trafic intracellulaire des protéines 
et des lipides. Chez A. thaliana on compte deux isoformes de SNAP dont l’α-SNAP2 
(Sanderfoot et al., 2000). Son gène est exprimé avec un même niveau d’intensité dans tous les 
organes aux différents stades de développement de la plante. On notera cependant une forte 
induction de ce gène au cours du stress salin et osmotique. Des analyses de 
phosphoprotéomique faites sur des cellules d’A. thaliana traitées ou non avec des éliciteurs 
comme la xylanase et flg22, ont montré une modification de l’état de phosphorylation de l’α-
SNAP2 suggérant un éventuel rôle dans les réactions de défense contre les pathogènes 
(Benschop et al., 2007). En effet, le trafic intracellulaire, via l’exocytose et l’endocytose de 
vésicules membranaires, semble jouer un rôle important dans les mécanismes de défense. 
Ceci est illustré, par l’exemple récent montrant l’internalisation du récepteur FLS2, impliqué 
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dans la réponse immune innée des plantes, suite à la liaison avec son ligand la flagelline 
(Robatzek, 2007). 
Finalement deux protéines nucléaires probablement impliquées dans la régulation de 
l’expression génique ont été retenues dont une histone H1 et PRR2 un élément du système à 
deux composants.  
Les histones H1 sont des protéines abondantes chez les eucaryotes retrouvées dans les 
complexes protéiques associés à la chromatine. Contrairement aux histones H2A, H2B, H3, 
H4 qui se trouvent au cœur du nucléosome, les histones H1 se situent à la périphérie de ce 
complexe. Chez A. thaliana il existe trois isoformes d’histone H1 (H1.1, H1.2, H1.3) dont la 
fonction n’est pas encore bien définie. Les gènes correspondants sont exprimés de manière 
constitutive dans la plante. Une approche expérimentale de diminution de l’expression des 
trois gènes d’histones H1 chez A. thaliana a permis de montrer leur rôle dans le contrôle de la 
méthylation de l’ADN (Wierzbicki and Jerzmanowski, 2005).  
  PRR2 fait partie des protéines associées au système à deux composants chez les 
plantes qui intervient dans les voies de signalisation associées aux cytokinines et au rythme 
circadien (Makino et al., 2000; Schaller et al., 2008). Contrairement aux autres membres du 
système à deux composants rien n’est connu sur les fonctions biochimiques et physiologiques 
de PRR2. La présence de différents domaines protéiques, dont un de liaison à l’ADN au sein 
de sa séquence protéique, suggère un rôle de facteur de transcription. Le gène correspondant 
semble être exprimé aux différents stades de développement dans tous les organes de la plante 
à des niveaux d’intensité différent. Il est peu régulé par les stimuli abiotiques, biotiques ou 
hormonaux, cependant l’ABA, le SA et un traitement froid semble contrôler l’expression de 
ce gène dans certains organes de la plante.  
À la vue de ces données, le manque d’information et la difficulté de mettre en évidence les 
activités biochimiques de l’α-SNAP2 et de l’histone H1.2, nous a conduit à privilégier pour la 
suite du travail la protéine PRR2. En effet son rôle probable de facteur de transcription, 
devrait permettre de mettre en évidence son activité biochimique de liaison à l’ADN  et/ou de 
régulation de la transcription, rendant possible l’évaluation du rôle de l’interaction avec 
CML9 sur ces activités. De plus, ce gène n’ayant pas de rôle connu dans la physiologie de la 
plante ceci laisse un champ d’investigation pour apporter des informations sur cet élément du 
système à deux composants chez les plantes.  
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2.1.4.  Discussion 
 
L’ensemble de nos criblages a permis d’identifier différents partenaires potentiels de 
CML9 qui sont de structures et de fonctions variées, suggérant que CML9 puisse réguler 
divers processus cellulaires comme cela est connu pour la calmoduline. Ces différentes 
protéines n’ont pas été reportées pour être des cibles de la CaM, ce qui laisse à penser que 
CML9 possède un répertoire spécifique de partenaires. Ceci est en accord avec le fait qu’une 
mutation simple dans le gène CML9  provoque un phénotype, indiquant ainsi que la CaM ou 
d’autres CMLs ne sont pas capables de compenser l’absence de CML9 (Magnan et al., 2008). 
Toutefois, il n’est pas possible d’exclure que CML9 puisse partager des cibles communes 
avec la CaM. En effet, parmi les partenaires identifiés certains font partie de famille de 
protéine cible de la calmoduline. D’une part, une Histone H1 de l’organisme eucaryote 
unicellulaire Dictyostelium discoideum a été identifiée comme cible de calmoduline (Catalano 
and O'Day, 2008). D’autre part, l’interaction de CML9 avec des cibles de la CaM a été 
reportée dans les travaux de Popescu et al., 2007 effectués avec différentes CaMs et CMLs, 
utilisées comme appât pour cribler une puce à protéines incluant 1133 protéines végétales. 
Dans ce crible aussi des protéines partenaires spécifiques de CML9 ont pu être identifiées 
comme une protéine de la famille des MADS-box et des protéines de fonctions inconnues 
(Popescu et al., 2007). Aucune protéine cible isolée dans nos criblages n’était présente sur 
cette puce essentiellement constituée de facteur de transcription et de protéine kinase. Nos 
travaux ont permis d’étendre le répertoire des partenaires de CML9. L’ensemble de ces 
données montre donc que CML9 est capable d’interagir avec des protéines de fonctions 
variées qui peuvent être ou non des partenaires de la CaM.     
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Figure 16. Schéma du système à deux composants.
(A) Système à deux composants employant un récepteur histidine kinase et un régulateur de réponse. Le
domaine kinase (en bleu) porte le résidu histidine (H) qui s’autophosphoryle et transfere son phosphate sur le
résidu acide aspartique (D) du domaine receveur (en vert) du régulateur de réponse. (B) Système de
phosphorelay à plusieurs étapes représenté par celui employé par Arabidospsis dans la signalisation
cytokinine. Les récepteurs des cytokinines (AHK), les histidines phosphotransferase (AHP), des régulateurs de
réponse de type A (ARR-A) et B (ARR-B), impliqués dans la transduction du signal cytokinine sont
représentés. (C) Représentation schématique des domaines protéiques présents dans les éléments du
système à deux composants chez A. thaliana. En vert est représenté le domaine receveur où l’acide
aspartique (D) conservé chez les authentiques régulateurs de réponse (ARR) est remplacé par un acide
glutamique (E) chez les pseudo régulateurs de réponse (PRR). Les autres domaines sont représentés, en
rouge le domaine de liaison à l’ADN de type GARP, en violet la boîte CCT et en or la boîte GCT.
E CCT
PRR1,3,5,7,9
Pseudo régulateur de réponse
A
Récepteur histidine kinase Régulateur de réponse
H
P
Stimuli
Domaine 
kinase
Domaine 
récepteur
D
Domaine 
receveur
Domaine de 
réponse
P
Réponse 
biologique
B
H
P
Cytokinines
D H
PP
H
Membrane 
plasmique
Récepteur histidine 
kinase hybride
Membrane 
nucléaire
Histidine 
phosphotransferase
Régulateur de 
réponse de type B
D
P
GARP
GARP
D
Régulateur de 
réponse de type A
Réponses 
cytokinines
P
C
D GARP E GARP
E GARP GCT
PRR4
PRR2
D
Régulateur de réponse
D
De type-A
De type-B
De type-C
ARR3,4,5,6,7,8,9,15,16,17
ARR1,2,10,11, 12, 13,14,18,19,20,21
ARR22,24
Signalisation 
cytokinine
Signalisation 
cytokinine
Fonction 
inconnue
Fonction 
inconnue
Fonction 
inconnue
Rythme 
circadien
AHK AHP
ARR-A
ARR-B
?
RESULTATS : CHAPITRE II, Etude de l’interaction physique et fonctionnelle de CML9 avec PRR2, un élément du système à  deux composants     
2.2. CHAPITRE II : Etude de l’interaction physique et fonctionnelle de CML9 avec    
PRR2, un élément du système à deux composants 
 
2.2.1. PRR2 et le système à deux composants 
 
2.2.1.1. Rôle du système à deux composants chez les plantes 
 
Le système à deux  composants, appelé aussi « histidine-to-aspartate  phosphorelay » 
est un mécanisme conservé de transduction du signal qui est impliqué dans une grande variété 
de réponses cellulaires liées à la perception de stimuli environnementaux et endogènes (Stock 
et al., 2000). Chez les procaryotes et chez certains eucaryotes dont les champignons et les 
plantes supérieures, ce système est constitué par un récepteur histidine kinase qui perçoit le 
signal d’entrée et par un régulateur de réponse qui va le traduire en réponse biologique. Sous 
l’effet d’un stimulus, le récepteur histidine kinase s’autophosphoryle sur un résidu histidine 
(H), ce groupement phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate (D) au niveau du 
domaine receveur du régulateur de réponse (Fig. 16A). Le régulateur de réponse activé par 
phosphorylation régule, via son domaine de réponse, différents processus cellulaires. Ce 
mécanisme simple et direct assure ainsi un couplage entre le stimulus et la réponse, qui dans 
la majeure partie des cas aboutit à la régulation de l’expression génique (Gao and Stock, 
2009).  
Comme décrit dans la signalisation cytokinine chez les plantes, une forme plus 
sophistiquée est retrouvée chez les eucaryotes avec un système de phosphorelay à plusieurs 
étapes (Fig. 16B). En effet, les études génétiques et biochimiques montrent que la voie de 
signalisation cytokinine est un circuit de régulation positif qui requiert des récepteurs hybrides 
histidine kinases (AHK), des protéines Histidine phosphotransferase (AHP) et des régulateurs 
de réponse de type A et B (ARR-A, ARR-B) (Mizuno, 2005; Muller and Sheen, 2007; 
Schaller et al., 2008) (Fig. 16B). Les trois récepteurs des cytokinines (AHK2, AHK3, 
AHK4/CRE1) perçoivent le signal en liant directement les cytokinines. Une fois activés, ces 
récepteurs phosphorylent les protéines AHPs localisées dans le cytoplasme, qui vont alors 
transférer dans le noyau pour transmettre leurs phosphates aux régulateurs de réponse de type 
B. Ainsi, ces formes phosphorylées activeront une grande variété de gènes de réponse aux 
cytokinines. Parmi ces gènes, ceux des régulateurs de réponse de type A sont induits pour 
intervenir dans une boucle de rétrocontrôle négative dans cette voie de signalisation (Fig. 
16B). 
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Comme évoqué précédemment, on distingue différents types de régulateurs de réponse 
chez les plantes. Chez A. thaliana, on dénombre 23 régulateurs de réponse (ARR) qui se 
classent en trois groupes (type A, B et C), basés sur les données de phylogénie et 
fonctionnelles (Fig. 16C). Les régulateurs de réponse de type-A, sont des protéines qui 
possèdent un domaine receveur avec une petite extension C-terminale. Les études génétiques 
indiquent qu’ils sont impliqués essentiellement dans la régulation de la signalisation 
cytokinine (Fig. 16B) (Ren et al., 2009). Cependant, certains d’entre eux sont aussi impliqués 
dans d’autres systèmes de régulation comme ARR3 et ARR4, qui régulent la période du 
rythme circadien (Salome et al., 2006), assurant des points de convergence entre différentes 
voies.  
Les régulateurs de réponse de type B se caractérisent par l’addition d’une longue 
extension en C-terminal du domaine receveur, portant un domaine de liaison à l’ADN de type 
GARP. Ce domaine a été initialement identifié dans différentes espèces végétales à travers les 
protéines, GOLDEN2 du maïs (Hall et al., 1998), les ARRs-B chez A. thaliana et PSR1 chez 
C. reinhardtii (Wykoff et al., 1999). La liaison à l’ADN de ces protéines à domaine GARP, 
ainsi que leurs effets transactivateurs dans les levures et les cellules d’A. thaliana, suggèrent 
fortement qu’ils agissent comme des facteurs de transcription. Comme pour les régulateurs de 
réponse de type-A, de nombreuses analyses génétiques montrent leurs rôles dans la 
signalisation cytokinine en tant que régulateurs positifs (Ishida et al., 2008b). A. thaliana 
contient aussi deux autres régulateurs de réponse, ARR22 et 24. Comme les ARRs de type-A, 
ils ne possèdent pas de domaine GARP, mais se distinguent phylogénétiquement de ces 
derniers, les classant dans le troisième groupe des ARRs de type C (Schaller et al., 2008). 
Contrairement aux type-A et type-B, ils ne sont pas régulés transcriptionnellement par les 
cytokinines. Leur rôle dans la physiologie de la plante reste à préciser. 
 Les plantes possèdent des éléments du système à deux composants divergents qui 
n’ont plus la fonction de phosphorelais, car ils ont perdu un ou plusieurs résidus importants 
pour la phosphorylation. On retrouve dans ces protéines des histidines kinases divergentes 
avec ETR2, le récepteur à l’éthylène, et certains phytochromes dont PHYB, des protéines 
AHP divergentes, mais aussi des régulateurs de réponse divergents ou Pseudo Régulateur de 
Réponse (PRR). Ces derniers se caractérisent par la substitution du résidu aspartique (D) 
invariable du domaine receveur par un acide glutamique (E), empêchant d’accepter le 
transfert du groupement phosphate d’une protéine AHP (Makino et al., 2000). Ces PRRs se 
divisent en deux sous-groupes, en fonction des domaines présents dans leur partie C-terminale 
(Fig. 16C). 
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Figure 17. Arbre phylogénétique des protéines de la famille des GARP 
protéines.
L’arbre est construit à
 
partir de l’alignement des séquences protéiques des 
domaines GARP. Les bootstraps,
 
indiquant la confiance sont reportés au 
dessus des nœuds. La famille des GLKs
 
est indiquée en rouge, PRR2 en 
vert, PRR4 en noir. Figure modifiée d’après Yasumura
 
et al., 2005.
PRR2
PRR4
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Le premier groupe est formé par les PRRs, qui possèdent un domaine basique 
conservé avec la famille de protéine CONSTANS, nommé domaine CCT (abréviation 
représentant les protéines CONSTANS, CONSTANS-LIKE et TOC1 dans lesquelles il est 
retrouvé). Ce domaine spécifique au règne végétal contient une séquence de localisation 
nucléaire et n’a, pour l’instant, pas de fonction connue (Makino et al., 2000). Ces PRRs sont 
impliqués dans la régulation du rythme circadien et participent à de multiples boucles de 
rétrocontrôle dans le modèle de l’horloge chez A. thaliana. Le premier élément identifié a été 
PRR1/TOC1 (timing of cab expression 1-1), dans un crible génétique de mutants altérés dans 
la période circadienne des mouvements des feuilles et autres marqueurs du rythme circadien. 
Le profil d’expression, qui oscille séquentiellement avec une période de 24h en fonction de la 
phase lumineuse, et des expériences de génétique ont révélé que les autres PRRs jouent aussi 
un rôle dans le rythme circadien chez les plantes. Un simple mutant prr possède un phénotype 
subtil, tandis que des mutants d’ordre supérieur présentent des forts phénotypes comme dans 
le cas extrême du triple mutant prr5 prr7 prr9 qui est arythmique (Nakamichi et al., 2005). 
Le deuxième groupe de PRRs est formé par PRR2 et PRR4 qui possèdent un domaine 
GARP retrouvé chez les régulateurs de réponse de type B et d’autres facteurs de transcription. 
On compte chez A. thaliana environ 50 protéines possédant un domaine GARP impliquées 
dans différents processus physiologiques chez les plantes, comme PHR1 (Phosphate 
Starvation Response 1) dans la réponse à la carence en phosphate (Rubio et al., 2001), PCL1 
(Phytoclock 1) dans le rythme circadien (Onai and Ishiura, 2005), ou encore les protéines de 
type KANADI ou GLK (Golden-like protein) respectivement impliquées dans le contrôle du 
développement végétatif et des chloroplastes (Kerstetter et al., 2001; Fitter et al., 2002; 
Hawker and Bowman, 2004). Ces deux PRRs se distinguent structuralement par leur partie C-
terminale au delà du domaine GARP, qui est longue pour PRR2 avec une boîte GCT 
retrouvée dans les protéines de type GOLDEN et presque inexistante pour PRR4 (Fig. 16C). 
Une analyse phylogénétique de la famille des protéines GARP rapproche PRR4 des ARRs de 
type-B alors que PRR2 est proche des GLKs (Yasumura et al., 2005) (Fig. 17). Ces protéines 
n’ont aucune fonction décrite, contrairement aux autres éléments du système à deux 
composants. Au cours de nos travaux, PRR2 ayant été identifié comme interagissant avec 
CML9, nous avons été amenés à analyser plus en détails cette protéine. 
Afin d’obtenir des informations sur le rôle de cette protéine, une recherche 
d’homologie avec les séquences protéiques présentes dans les banques de données a été 
effectuée. Ceci a permis de révéler que PRR2 était une protéine spécifique au règne végétal, 
possédant de nombreux homologues de fonctions inconnues, dans différentes espèces de 
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Figure 18. Alignement multiple des séquences protéiques de PRR2 et d’homologues chez le 
peuplier et la vigne.
Les différents domaines sont représentés : en vert le domaine receveur, en rouge le domaine de 
liaison à
 
l’ADN de type GARP, en jaune la région riche en proline et en marron la boîte GCT. 
Numéro d’accession UnitProt
 
: PRR2 (Q6LA43) et ses homologues chez le peuplier (B9N2R7) et 
la vigne (A7PCE1). L’étoile verte représente la position de l’acide glutamique (E) remplaçant 
l’acide aspartique (D) conservé
 
dans le domaine receveur des ARRs. Les triangles inversés 
marquent la position des introns : le triangle blanc indique que
 
la position est conservée entre les 
trois gènes, le triangle noir entre la vigne et A. thaliana, le gris entre la vigne et le peuplier, le rouge 
seulement le peuplier et le vert seulement A. thaliana.    
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plantes exclusivement de type dicotylédone (voir alignement multiple des séquences 
protéiques des homologues du peuplier et de la vigne, figure 18, et l’arbre phylogénétique, 
annexe 3, page 104). Le gène PRR2 chez A. thaliana (At4g18020.1) est constitué de 11 exons 
et 10 introns codant pour une protéine de 535 acides aminés ayant une taille moléculaire 
estimé à 59 kDa. Le report de la position des introns et des exons sur l’alignement des 
séquences protéiques, du peuplier, de la vigne et d’A. thaliana tel qu’illustré sur la figure 18, 
montre une très bonne conservation de la structure génique. Ces alignements identifient 
clairement différents domaines conservés tout au long de la séquence (Fig. 18).  
À côté des domaines déjà décrits, on trouve dans la partie C-terminale une région riche 
en proline. La position exacte des domaines de PRR2 et leur répartition sont schématisées 
dans la figure 19A (verso de cette page). L’alignement du domaine receveur de PRR2 avec 
celui d’un autre pseudo régulateur de réponse PRR1, celui d’ARR5, un régulateur de réponse 
de type A et celui d’ARR1 un régulateur de réponse de type B, montre une conservation 
moyenne avec environ 30% d’identité protéique entre le domaine des PRRs et celui des 
ARRs. De plus la triade d’acides aminés (D-D-K), invariable chez les régulateurs de réponse, 
n’est pas conservée chez les PRRs puisque l’acide aspartique (D) central, nécessaire pour 
accepter la phosphorylation, est remplacé par un acide glutamique (E) (Fig. 19B). Différentes 
études suggèrent que la substitution de D vers E pourrait mimer la phosphorylation et ainsi 
rendre ces régulateurs de réponse directement sous leur forme active (Sakai et al., 2001; To et 
al., 2007). Contrairement aux régulateurs de réponse, les PRRs pourraient être régulés par un 
autre mécanisme de contrôle que l’activation phospho-dépendante du domaine receveur.  
 Au centre de la séquence protéique de PRR2, se distingue le domaine de liaison à 
l’ADN de type GARP qui est constitué d’environ 60 acides aminés. L’alignement de ce 
domaine GARP avec celui de différents régulateurs de réponse de type B, comme ARR1, 
ARR10, ARR11 et celui d’une protéine de la famille des Golden GLK1, montre une très 
bonne conservation de ce domaine (Fig. 19C). Pour ARR1, ARR10 et ARR11, ce domaine est 
capable de se lier spécifiquement à une séquence nucléotidique représentée par les 
nucléotides, (A/G)GAT(T/C) (Sakai et al., 2000; Hosoda et al., 2002; Imamura et al., 2003). 
Une analyse structurale faite sur le domaine GARP d’ARR10 a permis d’identifier les résidus 
interagissant physiquement avec cette séquence cis (Hosoda et al., 2002). Leur position est 
indiquée sur la figure 19C. Elle révèle une conservation imparfaite des résidus intervenant 
dans l’interaction, entre les domaines GARP des ARR1, ARR10, ARR11, de PRR2 et GLK1. 
 De nombreuses protéines à domaine GARP ont été localisées dans les noyaux des 
cellules végétales, dont les régulateurs de réponse de type B. Une étude sur ARR10 a montré 
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Figure 19. Détails de la répartition des différents domaines de PRR2 et comparaison avec des 
protéines apparentées.
(A)
 
Représentation schématique de PRR2. Les différents domaines prédits sont représentés, en vert 
le domaine receveur, en rouge le domaine de liaison à
 
l’ADN de type GARP, en jaune est représentée 
une région riche en proline et en or la boîte GCT. Sur le domaine receveur, est représenté
 
l’acide 
glutamique (E) remplaçant l’acide aspartique (D) conservé
 
dans le receveur domaine des ARRs. (B)
 
Alignement des séquences protéiques des domaines receveurs de PRR2, PRR1 (TOC1), ARR1 et 
ARR5. Les étoiles représentent les positions de la triade conservée d’acides aminés (DDK) 
caractéristique du receveur domaine où
 
l’acide aspartique (D) central est remplacé
 
par l’acide
 
 
glutamique (E) chez les PRRs. (C) Alignement multiple des séquences peptidiques de domaines 
GARPs
 
de PRR2, d’ARR
 
de type B (ARR1, ARR10, ARR11) et de GLK1. Les traits rouges surlignent 
les acides aminés impliqués dans la liaison de l’ADN pour le GARP d’ARR10 (Hosoda
 
et al., 2002). 
(D) Alignement multiple des séquences peptidiques de la boîte GCT de PRR2 avec celles retrouvées 
chez les protéines GLKs. Les acides aminés identiques sont surlignés en noir, ceux de caractéristique 
similaire en gris. Les tirets représentent les gaps utilisés pour optimiser l’alignement.
A
B
C
D
Domaine receveur
Domaine GARP
Boîte GCT
PRR2 GARP GCTN C 535E
25 139 295 358 387 443 478 523
Pro-rich
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que le domaine GARP est suffisant pour la localisation nucléaire de la GFP suggérant qu’il 
possède une NLS (Signal de localisation nucléaire) (Hosoda et al., 2002). Les auteurs 
proposent que la séquence (KKPR) en N-terminal du domaine GARP jouerais le rôle d’une 
NLS-like. Après le domaine GARP, on retrouve une région riche en proline, souvent 
impliquée dans l’activation transcriptionnelle ou dans l’interaction protéine-protéine, suivie à 
l’extrémité C-terminale de PRR2 de la boîte GCT (Fig. 19A). On notera que cette boîte GCT 
est exclusivement retrouvée dans les protéines de type GOLDEN, chez PRR2 et ses 
homologues avec une très forte homologie (Fig. 18 et Fig. 19D). Cette boîte aurait pour 
fonction de permettre l’homodimerisation et l’hétérodimérisation des GLKs (Rossini et al., 
2001).  
 
À côté des nombreuses données sur les ARRs impliqués dans la signalisation 
cytokinine et sur les PRRs contrôlant le rythme circadien, les PRRs possédant un domaine 
GARP comme PRR2 et ses homologues n’ont actuellement aucun rôle décrit dans la 
physiologie des plantes, laissant tout un champ d’investigation sur ces éléments atypiques du 
système à deux composants. Les fonctions biochimiques de PRR2 ne sont pas connues non 
plus. L’analyse détaillée de la séquence protéique de PRR2 révèle différents domaines dont le 
domaine GARP, ce qui laisse penser qu’il pourrait se lier à la séquence cis reconnue par les 
régulateurs de réponse de type B et se localiser dans le compartiment nucléaire. D’autres 
protéines à domaine GARP dont ARR1, ARR10, ARR11 et GLK1 ont été montrées capables 
d’activer la transcription de gènes cibles (Sakai et al., 2000; Tamai et al., 2002). Ces données 
ajoutées à la présence d’une région riche en proline en C-terminale de PRR2, suggèrent qu’il 
agisse comme un régulateur transcriptionnel.  
Or, au début de ces travaux PRR2 a été montré comme interagissant avec CML9. Des 
questions se posent alors sur le rôle de cette interaction. L’interaction avec CML9 est-elle 
capable de réguler les fonctions biochimiques de PRR2 ? PRR2 et CML9 sont-elles 
impliquées dans les même processus physiologiques ?         
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AD-Vide
AD-APRR2
AD-GLK1
AD-ARR10
AD-PCLL
- TL -
 
TLHA + 3AT
BD-CML9
Figure 20. Analyse de l’interaction entre CML9 et des protéines apparentées à
 
PRR2.
Après avoir cotransformé
 
avec les constructions BD-CML9 et AD-PRR2 ou des 
protéines apparentées, la souche de levure AH109 est mise en culture à
 
28°C 
plusieurs jours sur les milieux sélectifs pour l’interaction (-TLHA +100mM de 3-AT) 
ou non sélectif (-TL). Les levures sont déposées à
 
différentes concentrations
 
 
décroissantes indiquées par les triangles.
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2.2.2. Interaction physique entre PRR2 et CML9 
 
2.2.2.1. Interaction entre CML9 et des protéines apparentées à PRR2  
 
N’ayant pas isolé de protéine apparentée à PRR2 lors du criblage de banque 
d’expression, nous avons cherché à savoir si CML9 était capable d’interagir avec les protéines 
GLKs, les régulateurs de réponse de type B et autres facteurs de transcription de la famille des 
GARP. Pour cet essai, les ADNc pleine taille du régulateur de réponse ARR10, de GLK1 et de 
PCLL (Phytoclock-like) ont été clonés dans un vecteur double hybride en fusion avec le AD 
de Gal4 puis introduits dans des levures avec le vecteur BD-CML9. Les différents 
cotransformants ont été testés sur milieu sélectif pour l’interaction (-TLHA+3-AT). Mise à 
part la construction portant PRR2, aucun d’entre eux n’a été capable de pousser sur ce milieu, 
indiquant ainsi que dans ces conditions, ils sont  incapables d’interagir avec CML9 (Fig. 20). 
Ces mêmes transformants sont capables de pousser sur milieu non sélectif (-TL) assurant la 
non toxicité des différentes protéines testées. Un Western blot a permis de vérifier 
l’expression et l’intégrité de ces protéines, indiquant que malgré leur surexpression dans la 
levure elles ne sont pas capables d’interagir avec CML9 et d’activer les gènes rapporteurs 
d’auxotrophie.  
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PRR2-YFP
PRR2 (∆1-295)-YFP 
PRR2 (∆297-535)-YFP 
120 µM
75 µM
30 µM
PRR2 (∆359-535)- CFP
NomarskiFluorescence Superposition
75 µM
12 µM
Zoom
PRR2 (∆359-535)- CFP
1 535
296 535
1 296
1 358
Figure 21. Localisation subcellulaire de PRR2 par expression transitoire dans des cellules 
épidermiques de N. benthamiana.
Images de microscopie confocale
 
réalisées 48h après transformation des cellules épidermiques de 
tabac avec les constructions portant PRR2, ou ses formes tronquées en fusion avec les protéines 
fluorescentes YFP ou CFP. Les clichés de gauche illustrent l’acquisition de fluorescence de l’YFP
 
(525-600 nm) ou de la CFP (465-505 nm). Au centre, la même observation a été
 
faite par Nomarski
 
(ou contraste interférentiel différentiel). A droite, est présentée la superposition de ces deux clichés. 
Les flèches indiquent la présence des noyaux. Les différents domaines de PRR2 sont représentés 
comme dans la figure 19A.
 
.
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2.2.2.2. Analyse de l’interaction in planta entre PRR2 et CML9 
 
2.2.2.2.1. Analyse de la localisation subcellulaire de la protéine PRR2 
 
La présence du domaine GARP dans la séquence de PRR2 et son rôle dans la 
localisation nucléaire d’ARR10 laisse supposer que PRR2 est une protéine nucléaire. Pour 
vérifier cette hypothèse, la localisation subcellulaire de PRR2 a été étudiée par expression 
transitoire, dans des cellules épidermiques de Nicotiana benthamiana, en fusionnant l’ADNc 
de PRR2 à la protéine fluorescente YFP. L’analyse par microscopie confocale révèle que cette 
protéine de fusion se localise presque exclusivement dans le noyau des cellules (Fig. 21). 
Dans le but d’évaluer la contribution du domaine GARP dans la localisation nucléaire, des 
formes tronquées de la protéine ont été générées et fusionnées à l’YFP ou à la CFP. Comme 
illustré sur la figure 21, la délétion de la partie N-terminale (résidus 1 à 295) comprenant le 
domaine receveur n’affecte pas la localisation nucléaire de la protéine. Au contraire, la 
délétion de la partie C-terminale comprenant le domaine GARP (résidus 297 à 535) exclut la 
protéine de fusion du noyau, indiquant que la région comprenant le domaine GARP jusqu’à 
l’extrémité C-terminale est responsable de la localisation nucléaire de PRR2. Une troisième 
construction comprenant la partie N-terminale additionnée du domaine GARP (résidus 1 à 
358), restaure partiellement la localisation nucléaire (Fig. 21 et zoom), confirmant le rôle du 
domaine GARP dans l’adressage nucléaire de PRR2. Par ailleurs, une séquence (SRKK) de 
même nature basique que celle d’ARR10, située à la même position sur le domaine GARP de 
PRR2 (Fig. 19C), pourrait constituer, comme pour ARR10, une NLS-like permettant 
l’adressage nucléaire. On notera que cette séquence basique est conservée et se retrouve dans 
le domaine GARP des homologues de PRR2 et des différentes protéines GARP analysées 
(Fig. 19C). L’ensemble de ces données suggère que cette séquence basique en N-terminale du 
domaine GARP est la NLS responsable de la localisation nucléaire de cette famille de 
protéines. 
Pour l’ensemble des analyses de localisation subcellulaire, un western blot a été 
effectué pour s’assurer des intégrités des protéines de fusion et a donc permis de s’affranchir 
d’une éventuelle observation de la protéine fluorescente libérée après protéolyse de la fusion. 
La localisation nucléo/cytoplasmique de CML9 fusionné à la CFP (Fig. 7, page 19) et la 
localisation nucléaire de PRR2 fusionné à l’YFP dans les cellules épidermiques de tabac nous 
ont conduit à analyser leur interaction in planta par des expériences basées sur la mesure du 
transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET). 
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2.2.2.2.2. Analyse de l’interaction CML9/PRR2 par FRET 
 
Grâce à ses caractéristiques spectrales adaptées pour le transfert d’énergie entre 
molécules fluorescentes, le couple CFP/YFP a été largement utilisé chez les plantes dans les 
expériences d’interaction protéine-protéine basées sur le FRET (Bhat et al., 2006). Le FRET 
est un phénomène de transfert d’énergie direct non radiatif (sans transfert de photons) d’un 
fluorophore donneur vers un accepteur qui se réalise lorsque les deux fluorophores sont assez 
proches. Il existe plusieurs méthodes de mesure du FRET. La première est basée sur la 
mesure d’intensité de fluorescence de l’accepteur après excitation du donneur. Cette méthode 
présente des désavantages car elle est sensible au photobleaching du donneur et le risque 
d’excitation aspécifique de l’accepteur est important. Pour éviter ces problèmes, le FLIM 
(Fluorescence Lifetime Imaging) est une technique également basée sur le FRET qui permet 
de mesurer les interactions in vivo avec une meilleure sensibilité. Dans ce cas, la décroissance 
de fluorescence du donneur (ici la CFP) est mesurée après une brève excitation lumineuse 
(quelques femtosecondes). Cette mesure permet d’évaluer la durée de vie de fluorescence (τ) 
qui est définie comme étant le temps moyen que passe une molécule à l’état excité avant de 
retourner à son état énergétique de base. Ce paramètre (τ) est caractéristique et spécifique 
d’une sonde fluorescente dans un environnement donné. Il peut se calculer grâce à la formule 
représentant la décroissance de fluorescence I(t) = I0(e-t/τ) ou I0 représente l’intensité de 
fluorescence maximale, t le temps et τ la durée de vie de la fluorescence. S’il y a une 
interaction entre deux protéines, le rapprochement des dipôles va créer une situation de 
FRET, ce qui va modifier la durée de vie de fluorescence de la CFP qui sera alors plus faible 
qu’à son état normal. On aura donc un τ plus faible. Disposant au laboratoire de la technologie 
nécessaire, nous avons décidé d’évaluer l’interaction CML9/PRR2 in planta par des mesures 
de FRET/FLIM. 
 
2.2.2.2.3. Analyse de l’interaction CML9/PRR2 par FRET/FLIM 
 
Afin de valider cet essai, nous avons choisi d’utiliser des protéines nucléaires 
apparentées à PRR2, dont le régulateur de réponse de type B ARR10 utilisé précédemment en 
double hybride et une protéine de type GLK (GLK2) comme témoins négatifs afin de 
s’assurer que la surexpression de protéines n’induisait pas de transfert d’énergie aspécifique.  
À titre de contrôle positif, le facteur de transcription TGA3, une protéine nucléaire 
interagissant avec CML9 in planta a été choisie (Popescu et al., 2007). Dans un premier 
 50
BFigure 22. Mesure de l’interaction in planta entre PRR2 et CML9 par FRET/FLIM.
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temps, les ADNc de ces protéines ont été fusionnés à la YFP et une analyse par observation 
en microscopie confocale a permis de s’assurer de leurs expressions et de leurs localisations 
nucléaires dans les cellules épidermiques de N. benthamiana comme attendu (Annexe 4). Les 
mêmes résultats ont été obtenus lors de la coexpression de CML9-CFP avec ces différentes 
protéines, nous permettant d’effectuer les mesures de FRET dans les noyaux de cellules.  
Une fois ces conditions prérequises établies, une courbe de déclin de fluorescence 
moyenne du donneur seul, à savoir CML9-CFP, a été évaluée en mesurant la perte d’intensité 
de fluorescence au cours du temps après excitation du fluorophore, sur la surface totale des 
noyaux des cellules de tabac exprimant la construction. Comme l’illustre la figure 22A, après 
excitation du fluorophore par le laser, on observe une augmentation rapide de l’intensité de 
fluorescence jusqu’à une valeur maximum suivie d’une diminution au cours du temps. On 
observe ainsi que malgré la surexpression dans les noyaux des fusions ARR10-YFP ou 
GLK2-YFP avec CML9-CFP, les courbes de décroissance de fluorescence sont sensiblement 
les mêmes que celles observées avec l’expression seule de CML9-CFP (Fig. 22A). La 
coexpression de PRR2-YFP induit quant à elle un léger changement de l’allure de la courbe 
de décroissance de la CFP. Pour confirmer cette tendance, une analyse quantitative a été 
effectuée, en mesurant précisément le temps de vie de fluorescence (τ), en intégrant les aires 
des courbes entre l’intensité maximale et le retour de l’intensité de fluorescence à son niveau 
de départ. Cette mesure a permis de voir que la moyenne du temps de vie de fluorescence 
n’est pas significativement différente entre les essais coexprimants CML9-CFP avec GLK2-
YFP ou ARR10-YFP et l’essai exprimant CML9-CFP seul (Fig. 22B). Ceci confirme 
l’absence d’interaction entre CML9, ARR10 et une protéine GLK comme observé dans les 
essais d’interaction en double hybride. Comme attendu, les essais de coexpression avec 
TGA3-YFP montrent une valeur moyenne de temps de vie de fluorescence significativement 
différente de CML9-CFP exprimé seul (Fig. 22B), révélant l’interaction physique de CML9 
avec TGA3. Des valeurs comparables ont été mesurées dans l’essai avec PRR2 correspondant 
donc à l’interaction physique entre PRR2 et CML9 in planta.  
 
2.2.2.3. Interaction entre PRR2 et diverses CMLs et CaM 
 
Ayant démontré une interaction physique entre CML9 et PRR2, nous avons cherché à 
évaluer la capacité de PRR2 à interagir avec d’autres CMLs et la CaM canonique. D’après 
l’analyse de la famille des CaMs par McCormack et Braam (McCormack and Braam, 2003),  
CML9 appartient à un sous-groupe de CMLs qui comprend CML8, 10, 11, 12 (Fig. 6, page 
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17). Toutes ces CMLs sont des petites protéines de 151 à 191 acides aminés, prédites pour 
avoir quatre motifs de liaisons au calcium (EF-Hand), sauf CML12 qui est une protéine de 
324 acides aminés avec six motifs EF-Hand. Pour cette raison nous n’avons pas considéré 
cette CML dans notre essai d’interaction avec PRR2. CML8, 10 et 11 possèdent 
respectivement 47%, 40% et 43% d’identité avec CML9. D’après l’arbre phylogénétique (Fig. 
6) CML8 et CML11 sont très proches entre elles et sont les CMLs de ce groupe les plus 
proches de la CaM canonique (72% et 73% d’identité avec la CaM1). Au contraire, CML9 est 
la plus éloignée avec seulement 50% d’identité avec la CaM1.  
Les ADNc pleine taille de ces CMLs et de la CaM1 ont été clonés dans les vecteurs 
BD du système double hybride puis introduits avec le vecteur contenant la fusion AD-PRR2 
dans la levure. La croissance des levures sur milieux sélectifs pour l’interaction montre que 
PRR2 interagit avec CML8 (Fig. 23A) et probablement aussi avec CML11 (85% d’identité 
avec CML8). Cependant, le bruit de fond généré avec la construction BD-CML11 étant 
important, nous n’avons pas pu faire une claire distinction entre l’interaction et le bruit de 
fond (Fig. 23A). Dans le but de s’affranchir du bruit de fond généré par les fusions BD-CML, 
nous avons interverti les vecteurs, à savoir fusionné PRR2 avec le domaine de liaison à 
l’ADN (BD) et les CMLs au domaine d’activation de la transcription (AD). Cependant, les 
levures portant ces constructions n’ont pas été capables de pousser sur les milieux sélectifs 
pour l’interaction (données non illustrées). De manière intéressante, ni la CaM canonique ni 
CML10 ne sont capables d’interagir avec PRR2 quelque soit le vecteur utilisé pour cet essai. 
L’ensemble de ces données indique que PRR2 est capable d’interagir de manière différentielle 
avec un répertoire spécifique de CMLs mais pas avec la calmoduline canonique.    
 
2.2.2.3.1.  Recherche du domaine d’interaction entre PRR2 et CML9 
 
L’interaction différentielle de PRR2 avec les CMLs et la CaM, est corrélée par 
l’absence de prédiction d’un CaMBD (Calmodulin Binding Domain) par la base de données 
« calmodulin target database », qui recense les différents domaines d’interaction des 
partenaires de la calmoduline (Yap et al., 2000). Les domaines d’interaction entre les CMLs 
et ses partenaires n’étant pas connus, nous avons cherché à identifier la région responsable de 
l’interaction entre CML9 et PRR2. Pour ce faire une série de délétions a été réalisée en 
tronquant plus particulièrement la région riche en proline et la boîte GCT, potentiellement 
impliquées dans les interactions protéine-protéine. Après avoir introduit ces séries de délétion 
de PRR2 dans les vecteurs double hybride, l’interaction des différentes formes tronquées a été 
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Figure 24. Test de liaison à
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analysée vis-à-vis de CML9 dans la levure (Fig. 23B). À part la courte délétion de la boîte 
GCT en C-terminal de PRR2 (AD-PRR2 478-535) qui n’affecte pas l’interaction de PRR2 
avec CML9, toutes les autres délétions en C-terminal font perdre la capacité d’interaction de 
PRR2 vis-à-vis de CML9, suggérant un rôle de la partie C-terminale dans l’interaction. Ceci 
est en accord  avec les données fournies par la société hybrigenics lors de l’identification de 
PRR2, indiquant qu’une version tronquée en N-terminale de PRR2 (dans laquelle manque le 
pseudo domaine receveur) était capable d’interagir avec CML9. Pour autant, la partie C-
terminale seule est insuffisante pour conserver l’interaction avec CML9 puisque les levures 
sont incapables de pousser sur milieux sélectifs avec la construction allant du domaine GARP 
jusqu’à l’extrémité C-terminale (AD-PRR2 1-296) (Fig. 23B). Comme dans tous nos essais 
de double hybride, l’expression des protéines tronquées a été vérifiée par des analyses par 
Western blot. Des résultats identiques ont été obtenus avec ces formes tronquées de PRR2 
dans des essais d’interaction vis-à-vis de CML8 (données non illustrées). L’ensemble de ces 
données suggère que la version pleine taille de PRR2, et donc probablement une structure 
tertiaire complète de la protéine sont nécessaires pour l’interaction avec les CMLs. 
 
2.2.3. Recherche des activités biochimiques de PRR2 
 
Dans le but d’étudier les conséquences fonctionnelles de l’interaction PRR2/CML9, 
nous avons choisi de mettre en évidence les caractéristiques biochimiques de PRR2 à travers 
la mise en place de différents essais. Ainsi, nous avons évalué si PRR2 était capable de 
réguler la transcription, de se lier à l’ADN et de former des complexes transcriptionnels. 
 
2.2.3.1. Test de liaison à l’ADN  
 
Comme décrit précédemment, le domaine GARP des ARRs-B est capable de lier 
spécifiquement la séquence cis (A/G)GAT(T/C). D’après l’homologie de séquence, du motif 
GARP de PRR2 et des ARRs-B, visualisée dans la figure 19C page 47, nous avons choisi 
d’utiliser cette séquence consensus dans nos tests de liaison à l’ADN avec PRR2. Les données 
expérimentales d’interaction sur cet élément cis ayant été démontrées seulement avec le 
domaine GARP des ARRs, les mêmes conditions avec PRR2 ont été retenues, en utilisant 
dans ces tests le domaine GARP de PRR2 (résidus 295-358). À titre de témoin positif le 
domaine GARP d’ARR1 (résidus 236-299) a été produit. Comme attendu, il est capable de se 
lier avec les sondes nucléiques contenant la séquence AGATT ou ses variants (Fig. 24). Le 
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Figure 25. Caractérisation des activités transactivatrices des facteurs de transcription et de leurs
régulations par CML9 ou la CaM1 dans des feuilles de N. benthamiana.
(A) Représentation schématique des constructions utilisées dans les essais de transactivation. Le gène
rapporteur consiste en un promoteur synthétique avec 4 cis éléments de Gal4 en tandem (Gal4 UAS) fusionnés
à un promoteur minimum 35S situé en amont du gène de la glucuronidase (GUS). Les gènes effecteurs
constitués par les différents facteurs de transcription fusionné au BD de Gal4, par la CaM1 ou CML9 sont sous le
contrôle du promoteur constitutif 35S. Le gène normalisateur d’efficacité de transformation utilisé est la
Luciferase sous le contrôle du promoteur constitutif 35S. Les essais d’expression transitoire sont réalisés par
infiltration de feuilles de N. benthamiana avec Agrobacterium tumefaciens portant les différentes constructions.
(B) Mesure de l’activité GUS après cotransformation avec le gène rapporteur UAS GUS avec les fusions BD-
PRR2, BD-TGA3, ou BD-WRKY53 avec ou sans CaM1 et CML9. L’activité GUS est exprimée après
normalisation avec l’activité luciférase utilisée comme contrôle d’efficacité de transformation. Les moyennes et
les écarts types représentés sur les histogrammes correspondent à six expériences indépendantes.
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domaine GARP de PRR2 quant à lui, n’a pas permis d’obtenir une activité de liaison à l’ADN 
avec ces sondes. Dans l’hypothèse où PRR2 aurait besoin d’être sous sa forme pleine taille 
pour interagir avec l’ADN, ces essais ont été reproduits avec PRR2 en présence ou en absence 
de CML9. Aucune liaison à l’ADN n’a été observée (Fig. 24). Il semblerait donc que PRR2 
ne soit pas capable de reconnaître cette séquence cis dans ces conditions expérimentales. Il est 
envisageable qu’il puisse reconnaître une autre séquence cis ou qu’il ait besoin d’un cofacteur 
pour permettre l’interaction avec l’ADN. 
 
2.2.3.2.    Test d’activité transcriptionnelle 
 
Contrairement aux protéines GLK1 et ARR1, PRR2 n’a pas montré d’activité 
transactivatrice dans nos essais chez la levure. Afin d’apprécier si c’était le cas dans les 
cellules végétales, des tests d’activité transcriptionnelle ont été effectués après expression 
transitoire de PRR2. Les éléments cis reconnus par PRR2 n’étant pas définis, un gène 
rapporteur GUS (Glucuronidase) fusionné à un promoteur artificiel a été généré puis introduit 
dans des feuilles de N. benthamiana (Fig. 25A). En parallèle, à titre de témoin positif 
d’activateur transcriptionnel, d’autres facteurs de transcription TGA3 et WRKY53 partenaires 
de CML9 (Popescu et al., 2007), ont été ajoutés dans nos essais. Le promoteur artificiel choisi 
porte les séquences cis de Gal4 en amont du gène rapporteur GUS. Nous avons fusionné les 
différents facteurs de transcription au BD de Gal4. Dans un premier temps, BD-PRR2, BD-
TGA3 et BD-WRKY53 ont été cotransformés avec le gène rapporteur GUS dans le tabac. 
Comme attendu BD-TGA3 et BD-WRKY53 possèdent une activité transactivatrice, visualisée 
par une augmentation de l’activité GUS d’un facteur 4 et 6 par rapport au bruit de fond (Fig. 
25B). Concernant PRR2, l’activité GUS mesurée ne semble pas différente du bruit de fond, 
suggérant qu’il puisse avoir besoin d’un cofacteur comme CML9 pour avoir une activité 
transactivatrice. Afin d’estimer l’effet potentiel de CML9 sur cette activité, les mêmes 
expériences ont été effectuées en coexprimant CML9 ou la CaM1 dans ces essais. Comme 
lors de l’expression de PRR2 seul, aucune différence par rapport aux valeurs de bruit de fond 
n’a été observée. En revanche, concernant TGA3 et WRKY53, la coexpression avec CML9 et 
la CaM1 semble avoir un effet sur leur activité transactivatrice. On observe ainsi une 
augmentation de l’activité GUS induite par BD-WRKY53 lors de la coexpression avec 
CML9, alors que la CaM1 n’a pratiquement pas d’effet (Fig. 25B). Ceci suggère que CML9 
est capable d’augmenter spécifiquement les propriétés intrinsèques d’activateur 
transcriptionnel de WRKY53. En ce qui concerne TGA3, une légère diminution d’activité est 
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Figure 26. Analyse de l’homodimérisation et de l’hétérodimérisation de PRR2 avec les GLKs dans la
levure.
Test d’homodimerisation et d’hétérodimerisation de PRR2 avec les GLKs. Après avoir cotransformé la souche de
levure AH109 avec les constructions double hybride portant les GLK, ARR10, PRR2 et ses différentes formes
tronquées, les levures sont mises en culture à 28 C plusieurs jours sur les milieux sélectifs pour l’interaction (-
TLH ou -TLHA) ou non sélectif (- TL). Les domaines et les positions des acides aminés de PRR2 sont illustrés
comme sur la figure 19A.
BD-PRR2 (∆1-295)
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observée lors de la coexpression de CML9 ou de la CaM1, par rapport à l’expression seule de 
TGA3, ne permettant pas de conclure clairement  sur cet essai.  
Globalement, ces essais ont permis de mettre en lumière un effet spécifique de CML9 
sur l’activité transcriptionnelle de WRKY53 qui mérite d’autres investigations. Par contre,  ils 
n’ont pas permis de révéler une activité transactivatrice de PRR2. Pour tenter d’expliquer 
cette absence d’activité, il est possible que l’effet régulateur de PRR2 soit conditionné par un 
mécanisme de régulation, à l’exemple de l’activation du facteur de transcription ABF4 
stimulé par phosphorylation dépendante de l’ABA (Choi et al., 2005).   
 
2.2.3.3. Test d’homodimérisation et d’hétérodimérisation de PRR2 
 
Les analyses de la séquence protéique de PRR2 ont permis d’identifier une boîte GCT, 
présente seulement chez PRR2 et les deux protéines GLKs (GLK1 et GLK2) d’A. thaliana. 
D’après les travaux de Rossini et al., 2001, cette boîte serait responsable de 
l’homodimérisation et de l’hétérodimérisation des protéines GLKs (Rossini et al., 2001). Ces 
données nous ont donc amené à évaluer la capacité de PRR2 à former des homodimères et 
hétérodimères. Les ADNc pleine taille de GLK1, GLK2 et d’ARR10 utilisées comme témoins 
négatifs, car ne possédant pas de boîte GCT, ont été clonés puis introduits dans les vecteurs 
double hybride. Les résultats montrent que PRR2 est capable de s’homodimériser et de 
s’hétérodimériser avec les protéines GLKs, car les levures cotransformées avec ces protéines 
sont capables de pousser sur milieu sélectif pour l’interaction (-TLH), alors que rien n’est 
observé avec ARR10 (Fig. 26). Sur un milieu plus stringent pour l’interaction (-TLHA), les 
levures cotransformées avec le couple PRR2/GLK2 ne sont plus capables de pousser. Ces 
données suggèrent que PRR2 est capable de former des hétérodimères avec les protéines 
GLKs, avec une meilleure affinité pour GLK1 par rapport à GLK2. Des résultats similaires 
ont été obtenus en intervertissant les protéines avec les différents vecteurs doubles hybrides.  
Dans le but d’apprécier si la boîte GCT de PRR2 confère la capacité de 
s’homodimériser et de s’hétérodimériser, des formes tronquées de PRR2 ont été utilisées 
comme indiqué sur la figure 26. Lorsque la partie C-terminale de PRR2 est délétée (BD-
PRR2 ∆297-535) les levures ne sont plus capables de pousser sur milieu sélectif, l’interaction 
est donc perdue. À l’opposé, l’absence de la partie N-terminale (BD-PRR2 ∆1-295) 
n’empêche pas la croissance des levures, montrant que la partie C-terminale est responsable 
de la formation des dimères avec PRR2, GLK1 et GLK2. Par ailleurs, lorsque GLK2 est 
testée vis-à-vis de la partie C-terminale (BD-PRR2 ∆1-295), les levures sont capables de 
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pousser sur le milieu le plus sélectif (-TLHA), contrairement à l’essai avec la forme pleine 
taille (BD-PRR2 1-535). Une amélioration de la croissance est observée avec la combinaison 
GLK1/ BD-PRR2 (∆1-295) par rapport à l’utilisation de PRR2 sous sa forme pleine taille.  
Ceci suggère un effet négatif de la partie N-terminale de PRR2 sur la capacité de la 
partie C-terminale à interagir avec les GLKs. D’après ces données et ce qui est proposé du 
rôle de la boîte GCT sur l’hétérodimérisation des GLKs, il est fort probable que la boîte GCT 
située en C-terminal de PRR2 lui confère la capacité de s’homodimériser et de 
s’hétérodimériser avec les GLKs. 
 
L’ensemble de ces essais n’a pas permis de révéler d’activité biochimique de PRR2. 
Cependant, il a été montré que PRR2 est capable de former des homodimères et 
hétérodimères. Le manque de mise en évidence d’activité biochimique de PRR2 ne nous a 
donc pas permis d’évaluer l’influence de l’interaction avec CML9. C’est pourquoi nous avons 
choisi d’orienter nos travaux vers l’étude du rôle biologique de PRR2 qui n’est actuellement 
pas connu. 
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Figure 27. Schéma du profil d’expression du gène PRR2 dans différents organes au cours du 
développement chez A. thaliana.
Illustration d’après eFP
 
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), utilisant les données de 
Schmid
 
et al., 2005. L’expression de PRR2 est ici mesurée à
 
l’aide des puces affimetrix
 
22k avec 
l’oligonucléotide
 
254704_at  spécifique du gène
 
At4g18020. 
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2.2.4. Analyse fonctionnelle du gène PRR2  
 
Pour évaluer le rôle biologique de PRR2, nous avons conduit une analyse 
fonctionnelle de PRR2. Dans un premier temps, elle a consisté à analyser les données 
d’expression disponibles de ce gène, en particulier celles relatives aux stress 
environnementaux et aux hormones, puisqu’il a été démontré un rôle important de CML9 dans 
ces contextes physiologiques. Puis une analyse génétique a été effectuée à l’aide de mutants 
de prr2 pour lesquels l’expression de ce gène était altérée.     
 
2.2.4.1. Analyse du profil d’expression du gène PRR2 
 
Ces dernières années, de nombreuses informations ont été générées à travers des 
données globales d’expression issues d’analyses de transcriptome à grande échelle utilisant 
les puces à ADN et les nouvelles techniques de séquençage à haut débit des transcrits. En se 
basant sur ces données, un profil d’expression du gène PRR2 a pu être dressé. 
 
2.2.4.1.1. Expression de PRR2 au cours du développement 
 
Les analyses de transcriptome utilisant les puces à ADN d’A. thaliana ont permis de 
dresser le profil d’expression de PRR2 dans les différents organes au cours du développement 
de la plante. La base de données eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), 
utilisant les données de Schmid et al., 2005, permet de visualiser le profil d’expression in 
silico d’un gène dans les différents organes de la plante au cours du développement. PRR2 est 
globalement exprimé dans tous les organes à tous les stades, mais avec des niveaux 
d’intensité variable (Fig. 27). Ce gène est très peu transcrit dans les racines, le pollen et la 
graine mature. Son expression est modérée dans les autres organes aux différents stades de 
développement. Toutefois, lors de la formation de l’embryon, lors de l’initiation florale de 
l’apex, lors de la germination, et au niveau de l’hypocotyle et des pétales, PRR2 est plus 
fortement exprimé par rapport aux autres organes. Ces données ont été confirmées grâce à une 
analyse par Nothern-blot (Makino et al., 2000). 
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profil d'expression de PRR2 au cours de l’imbibition
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Figure 28. Analyse du profil d’expression de PRR2 au cours de l’imbibition de la graine chez 
A. thaliana.
(A) Profil d’expression de PRR2 au cour de l’imbibition de la graine chez des plantes sauvages 
(Col0) ou mutantes dans la perception de l’ABA (abi4,abi5). L’expression du gène est étudiée au 
niveau de la graine sèche ou après 24h d’imbibition avec de l’eau, elle est exprimée en valeur 
relative. Données d’après Nakabayashi
 
et al., 2005. (B) Illustration du
 
profil d’expression de PRR2 au 
niveau de l’embryon ou de l’endosperme de la graine, 24h après imbibition. Un inhibiteur des 
gibbérellines le PAC (20µM) ou de l’ABA (20µM) sont additionnés ou non dans le milieu. illustration 
d’après eFP
 
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), utilisant les données de Penfield 
et al., 2006.
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Lors de l’imbibition de la graine les transcrits de PRR2 sont augmentés d’un facteur 
dix, suggérant un rôle de ce gène pendant la germination. D’autres données d’expression 
pendant la germination montrent que l’induction du gène PRR2 n’est pas altérée dans des 
mutants insensibles à l’ABA (Fig. 28A). Par contre un traitement avec du PAC, un inhibiteur 
de synthèse des gibbérellines, réduit fortement cette induction, en particulier au niveau de 
l’endosperme (Fig. 28B). Ceci suggère que l’expression de PRR2 induite lors de l’imbibition 
de la graine se fait principalement au niveau de l’endosperme, sous le contrôle des 
gibbérellines.  
Les données d’expression disponibles sur les orthologues de PRR2 chez le peuplier et 
Medicago indiquent que ce gène est globalement exprimé dans tous les stades de 
développement dans les différents organes avec des niveaux variables. Une forte expression 
est visualisée au niveau de la graine au cours de la germination, suggérant que PRR2 joue un 
rôle dans ce processus chez de nombreuses espèces végétales.     
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Figure 29.
 
Analyse du profil d’expression de PRR2 suite à
 
différents stress abiotiques.
Profil d’expression généré
 
grâce aux données fournies par le consortium AtGenExpress, illustrant 
l’expression de PRR2 aux niveaux des parties racinaires
 
ou aériennes de plantules d’A. thaliana suite 
à
 
différents traitements. AthCoR
 
(http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de/index.html).
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2.2.4.1.2. Régulation de PRR2 par les stimuli hormonaux, les stress 
abiotiques et les stress biotiques. 
 
L’analyse des données d’expression disponibles sur PRR2 suggère que ce gène est 
régulé par des stimuli de nature abiotique, comme les stress osmotique, salin, thermique et des 
UVB. En effet, suite à l’application de ces stress sur des plantes d’A. thaliana au stade rosette, 
l’expression de PRR2 est induite au niveau des parties racinaires par des stress osmotiques et 
salin (Fig. 29). Ce gène est réprimé suite à l’application d’un stress thermique et à 
l’exposition aux UV dans l’ensemble de la plante. La plus importante variation d’expression 
suite à un stimulus abiotique est observée après un traitement froid qui réprime PRR2 à la fois 
au niveau des parties racinaires et aériennes. Dans le mutant ice1, qui est affecté dans la 
tolérance au gel, cette répression est diminuée, suggérant que ICE1 intervient dans le contrôle 
transcriptionnel de PRR2 par le froid (Lee et al., 2005). Concernant les données sur les stress 
de nature biotique, infections par différents pathogènes ou des traitements avec différents 
éliciteurs, elles n’ont pas révélé de variations importantes d’expression du gène PRR2 par ces 
stimuli. 
Enfin les données d’expression disponibles sur PRR2 montrent qu’il est peu régulé par 
les hormones dans les différents organes et stades de développement testés. Toutefois, des 
études complémentaires indiquent que l’expression de ce gène est fortement induite par un 
traitement à l’ABA sur des cellules de garde (Leonhardt et al., 2004). Une répression 
dépendante d’une hormone est aussi mesurée suite à un traitement avec du SA (Acide 
salycilique) sur des feuilles d’A. thaliana (Thibaud-Nissen et al., 2006). 
 L’ensemble de ces données montre que le gène PRR2 semble être régulé par 
différents stimuli de nature abiotique et par des hormones associées aux stress comme l’ABA 
et le SA. 
 
2.2.4.1.3. Analyse bioinformatique des séquences cis régulatrices 
présentes en amont de l’ATG du gène PRR2 
 
En complément des données d’expression, l’analyse de la région promotrice de PRR2 
a été réalisée. Afin d’en identifier les éléments cis, la séquence génomique en amont de 
l’ATG a été analysée à l’aide des différentes bases de données disponibles dont ATHENA 
(O'Connor et al., 2005), AGRIS (Davuluri et al., 2003), PLACE (Higo et al., 1999), 
PlantCARE (Lescot et al., 2002), AthaMap (Steffens et al., 2005) et PlantPromoterDB 
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Figure 30. Représentation schématique de la région promotrice du gène PRR2.
Analyse de la séquence génomique de la région promotrice en amont du site d’initiation de la traduction. Cette
analyse a été réalisée à l’aide des bases de données ATHENA (O'Connor et al., 2005), AGRIS (Davuluri et al.,
2003), PLACE (Higo et al., 1999), PlantCARE (Lescot et al., 2002), AthaMap (Steffens et al., 2005) et
PlantPromoterDB (Yamamoto et al., 2008).
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(Yamamoto and Obokata, 2008). Les résultats de cette identification sont illustrés sur la 
figure 30. Les éléments cis représentés sont ceux dont l’occurrence est importante dans la 
région promotrice de PRR2.  
Quatre éléments cis de type GARE (GA-responsive element) sont présents dans la 
région promotrice de PRR2 : deux dans le 1er intron, positions -388, -282 en amont de l’ATG, 
et les deux autres positions -1316 et -1163. Ces éléments sont impliqués dans la régulation de 
l’expression génique associée aux gibbérellines durant la germination de la graine. Ce motif 
lié par un facteur Myb a été initialement mis en évidence dans le promoteur du gène de 
l’alpha amylase qui est induit par les gibbérellines (Gubler et al., 1995). La présence de ces 
éléments est cohérente avec le profil d’expression de PRR2 induit au cours de la germination 
qui est altéré après un traitement avec un inhibiteur des gibbérellines.  
Aucun élément cis de type ABRE (ABA responsive element) ne semble présent dans 
la région promotrice de PRR2. Cependant, quatre boîtes MYB1AT (positions -1687,-1663,-
1436,-9) et deux boîtes MYC2 (positions -600, -1653), impliquées dans la signalisation ABA 
associées aux stress abiotiques (Urao et al., 1993; Abe et al., 2003), sont retrouvées en amont 
de l’ATG. Elles pourraient permettre la régulation de PRR2 par cette hormone, comme cela a 
été observé au niveau des cellules de garde. 
L’analyse de la région promotrice a permis de révéler des éléments cis associés à la 
régulation génique par la lumière et par le rythme circadien, comme la boîte I-box (positions -
1240, -985, -579, -213), la boîte ATHB2 (positions -1476, -997) et la boîte CCA1 (positions -
1824,-1461,-1082,-1058). Cependant, les données globales d’expression n’ont pas permis de 
montrer une régulation génique corrélée avec ces éléments cis. Les analyses bioinformatiques 
révèlent aussi la présence de six boîtes GT1GMSCAM4, nommées boîtes GT1 (positions -
2151,-1593,-1341,-1054,-976,-836,-484). Ces boîtes sont essentielles à la SCaM4 de soja en 
réponse au NaCl et aux pathogènes. Elles pourraient contribuer à la régulation de PRR2 
observée lors d’un stress salin (Fig. 30) ou bien participer à une éventuelle régulation en 
réponse aux stress biotiques. On notera aussi la présence de deux W-box (positions -2315, -
2017), cis éléments reconnus par les facteurs de transcription de type WRKY associées aux 
réactions de défense contre les microorganismes pathogènes et aux mécanismes de 
sénescence, mais aussi à la germination et la dormance (Rushton et al., 2010). Enfin, une 
étude microarray faite avec des puces à oligos recouvrant l’ensemble du génome, a permis 
d’identifier les éléments cis reconnus par le facteur de transcription TGA2 suite à un 
traitement avec l’acide salicylique. Les auteurs ont observé une augmentation significative du 
signal d’hybridation au niveau d’une région située sur le dernier exon du gène PRR2, ce qui 
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Figure 31. Caractérisation moléculaire des lignées d’insertion d’ADN-T dans le gène PRR2.
(A) Représentation schématique de la localisation des insertions d’ADN-T dans le gène PRR2 dans les lignées
mutantes Prr2-1 (Col0) et Prr2-2 (Ws4). Les introns et les exons du gène PRR2 chez A. thaliana, sont
représentés par des lignes et des boîtes respectivement. Les positions des amorces (F1-R1) utilisées pour les
amplifications PCR sont représentées par des flèches. (B) Analyse du niveau d’expression du gène PRR2 par
RT-PCR semi quantitative dans les lignées mutantes et sauvages correspondantes (C) Analyse du niveau
d’expression du gène PRR2 par RT-PCR quantitative dans les lignées mutantes et sauvages correspondantes.
Les séquences des amorces utilisées pour la RT-PCR et la RT-PCRq sont présentées dans le tableau 13 et 14
respectivement page XX, dans le matériel et méthodes.
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était corrélé avec la présence d’un motif reconnu par TGA2 à ce locus (Thibaud-Nissen et al., 
2006). TGA2 étant un régulateur majeur de la voie SA, ces données suggèrent que la 
répression de PRR2 par cette hormone fait intervenir ce facteur de transcription. 
 
En résumé, l’analyse des éléments cis dans la région promotrice de PRR2, révèle 
l’enrichissement d’éléments régulateurs impliqués dans les réponses au GA, l’ABA, au SA, à 
la lumière et aux stress biotiques. Ces prédictions sont en partie en accord avec la régulation 
du gène PRR2 observée dans les analyses globales d’expression, suggérant une régulation 
spécifique de ce gène au cours du développement et par des contraintes environnementales. 
   
2.2.4.2. Identification et caractérisation de lignées mutantes dans le gène PRR2 
 
Dans le but d’évaluer le rôle de PRR2 dans la physiologie de la plante, une approche 
de génétique inverse a été entreprise. Pour ce faire des mutants d’insertion ADN-T (ADN de 
transfert) dans le gène PRR2 ont été récupérés grâce aux bases de données recensant les 
collections de mutants d’A. thaliana. Ainsi, deux mutants d’écotypes différents ont été 
obtenus, avec une insertion d’ADN-T qui se situe dans le 1er intron du gène PRR2, position 
425 pb pour prr2-1 (fond Col0) et 629 pb pour prr2-2 (fond Ws4) en aval du site d’initiation 
de la transcription (Fig. 31A). Une caractérisation moléculaire a été effectuée par PCR pour 
vérifier la localisation du site d’insertion des ADN-T et l’état de zygotie des mutants (Annexe 
5 page 105). Celle-ci a permis de confirmer la position des insertions dans le 1er intron de 
PRR2, indiquée par le résultat de séquençage des FST (Flanking Sequence Tag) par les 
centres de ressource. Une évaluation du nombre de copies d’ADN-T présentes dans ces 
mutants, effectuée par Southern-blot, montre que prr2-2 possède une seule insertion et qu’il y 
a au moins deux insertions en tandem pour prr2-1 dans le locus PRR2 (Annexe 6, 7, page 106 
et 107). Ceci a été confirmé par des expériences de PCR et de séquençage des bordures 
flanquantes les ADN-T (Annexe 5, page 105). Cette caractérisation a donc permis d’isoler des 
plantes homozygotes possédant une insertion d’ADN-T dans le 1er intron du gène 
PRR2,permettant d’évaluer l’influence de cette modification génétique dans ces mutants au 
cours du développement ou en réponse à des stimuli de l’environnement. 
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2.2.4.3. Evaluation de la dérégulation de l’expression du gène PRR2 dans les 
  mutants prr2 
 
Afin de déterminer si l’insertion des ADN-T perturbait l’expression du gène PRR2, 
des analyses semi quantitatives du taux de transcrit ont été effectuées. PRR2 étant exprimé 
dans les plantes au stade plantule, ce matériel a été choisi pour en extraire les ARN qui sont 
ensuite utilisés pour l’analyse par RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR). Ces PCR ont été 
faites grâce à un couple d’amorces permettant d’amplifier la partie 3’ du transcrit (Fig. 31A). 
A partir des ADNc obtenus après une transcription inverse, chez les plantes sauvages et 
mutantes, un produit d’amplification d’une taille attendue de 558 pb est détecté (Fig. 31B). 
Une amplification des ADNc du gène de l’ ACTIN 2 a été faite sur les différents génotypes 
attestant de la qualité et de la quantité des ADNc utilisés dans les essais. On observe ainsi une 
diminution dans la quantité de produit d’amplification obtenue sur les transcrits des mutants 
prr2-1 et prr2-2 en comparaison avec les plantes sauvages respectives Col0 et Ws4 (Fig. 
31B), indiquant que les insertions des ADN-T dans le premier intron de PRR2 provoque une 
diminution de l’expression de ce gène dans les plantes mutantes. Afin de confirmer et 
d’apprécier cette différence d’expression du gène PRR2 entre les plantes sauvages et 
mutantes, une analyse quantitative a été effectuée par qRT-PCR (quantitative RT-PCR). Les 
résultats obtenus sont en accord avec l’observation faite en RT-PCR et montrent une baisse 
d’expression d’un facteur 3 chez prr2-1 et d’un facteur 7 chez prr2-2 (Fig. 31C). 
À l’issue de ces expériences, nous disposons ainsi de deux mutants alléliques du gène 
PRR2 dans deux fonds génétiques différents, qui présentent tous deux une diminution 
significative de l’expression de ce gène. 
 
2.2.4.4. Rôle de PRR2 dans la physiologie de la plante 
 
2.2.4.4.1. Phénotype des lignées mutantes en condition normale de 
 culture 
 
L’étude d’expression de PRR2 a montré que ce gène était associé à peu près à tous les 
organes et tous les stades de développement de la plante. Afin d’évaluer le rôle de ce gène 
dans la physiologie de la plante, une analyse du phénotype des mutants (prr2-1 et prr2-2) a 
été faite en comparaison avec les plantes sauvages à différents stades de développement dans 
les conditions standard de croissance. Ainsi une observation faite sur des plantules n’a pas 
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Figure 32. Analyse de la croissance et du développement des lignées mutantes (prr2-1 et prr2-2) et
 
des écotypes sauvages correspondant (Col0 et Ws4) dans des conditions
 
normales de culture.
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Observation de l’apparition du verdissement et de l’ouverture des cotylédons quatre jours après 
germination sur un milieu standard (MS) des graines sauvages et mutantes. (B)
 
Illustration des plantes 
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reproducteur après émergence des hampes florales, apparition des fleurs et siliques.
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permis de révéler de retard de développement des plantes mutantes prr2 par rapport aux 
plantes sauvages (Fig. 32A). À des stades de développement plus avancés, comme des stades 
végétatifs de type plantule ou rosette, ainsi qu’au stade reproducteur après apparition des 
siliques, les plantes mutantes ne présentent pas de différence significative au niveau 
macroscopique en comparaison avec les écotypes sauvages respectifs. Comme illustré, des 
plantes au stade rosette (Fig. 32B) ou lors du stade reproducteur (Fig. 32C) cultivées sur 
terreau, présentent une morphologie et une taille tout à fait comparables entre plantes 
sauvages et mutantes. 
Il apparaît ainsi que la baisse d’expression du gène PRR2 dans les lignées mutantes, ne 
provoque pas d’altération majeure de la croissance et du développement des plantes en 
condition standard de culture. On notera d’ailleurs que les mutants perte de fonction pour le 
gène CML9 ne présentaient pas de phénotype particulier en condition standard de culture. En 
revanche les travaux de Magnan et al., 2008, ont permis de révéler des altérations de 
croissance et de développement, en réponse à l’application exogène de l’ABA à un stress 
salin et à un déficit hydrique. Ceci nous a donc conduits à analyser les mutants prr2 dans ces 
conditions physiologiques.  
 
2.2.4.4.2. Sensibilité des lignées mutantes à l’application d’ABA exogène 
 
Les travaux précédents dans l’équipe ont permis de révéler une plus forte tolérance au 
stress hydrique des mutants cml9 par rapport aux plantes sauvages. Des mesures de croissance 
sur l’ouverture et le verdissement des cotylédons ont permis de mettre en évidence une plus 
grande sensibilité à l’ABA des plantes mutantes cml9, suggérant que la tolérance aux stress 
hydrique observée pourrait être corrélée à une altération de la sensibilité à cette hormone 
(Magnan et al., 2008). L’induction de l’expression de PRR2 par le stress salin et le stress 
osmotique (Fig. 29) suggère que ce gène est aussi impliqué dans la physiologie de la plante 
associée aux stress. La difficulté et le temps nécessaire pour rechercher les phénotypes des 
plantes mutantes en condition de stress abiotique, nous ont donc conduit à évaluer plus 
particulièrement les réponses physiologiques des plantes mutantes prr2 lors de l’application 
de l’ABA.  
Pour  mettre en évidence la sensibilité des plantes à l’ABA, nous avons choisi 
d’utiliser un test couramment utilisé qui consiste à suivre l’apparition et le verdissement des 
cotylédons suite à l’application d’ABA exogène. Ceci permet d’une manière simple, rapide et 
quantitative de mesurer le caractère hypersensible ou hyposensible de mutants altérés dans la 
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Figure 33. Effet de l’application exogène d’ABA sur l’ouverture et le verdissement des cotylédons de plantes
sauvages et mutantes prr2 ou cml9.
(A) Observation représentative des plantes sauvages et mutantes, quatre jours après germination sur un milieu
standard MS additionné ou non d’ABA à 1 µM. (B) Effet de l’application de l’ABA sur la cinétique d’ouverture et le
verdissement des cotylédons des mutants cml9, prr2 et sauvages correspondants, après culture sur des boîtes de
Pétri contenant du MS 0,5X additionné ou non d’1 µM d’ABA. La barre en pointillé représente le moment où 50% des
cotylédons sont ouverts et verts. (C) Effet de l’application de l’ABA sur l’ouverture et le verdissement des cotylédons
des mutants cml9, prr2 et sauvages correspondants après 4 jours de culture. Les valeurs correspondent à trois
expériences indépendantes incluant trois répétitions par expérience, l’écart à la moyenne est représenté sur les
histogrammes (+/- SE). Les valeurs ont été analysées par un test LSD (Least Significant Diffirence), le seuil de
significativité est indiquée par des astérisques (**P < 0.01 et *P < 0.05).
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réponse à l’ABA (Finkelstein and Rock, 2002). En condition standard de culture (milieu MS 
(0,5X)), tous les génotypes germent, les cotylédons s’ouvrent et verdissent de manière 
identique, si ce n’est pour le mutant prr2-2 (fond Ws4) qui présente un léger retard de 
croissance. En effet 100% des génotypes ont fini d’ouvrir et de verdir leurs cotylédons au jour 
trois alors qu’il faut cinq jours pour le mutant prr2-2 (Fig. 33B). L’ajout d’ABA à 1 µM dans 
le milieu de culture provoque un retard sur la croissance des cotylédons, comme attendu chez 
les lignées sauvages. Ce résultat semble plus important dans les lignées mutantes prr2 et cml9 
(Fig. 33A).  
Pour donner un aspect quantitatif à cette observation, des expériences de mesure de 
cinétique et de dose réponse à l’ABA ont été effectuées. Les données illustrées sur la figure 
33B montrent la cinétique de l’ouverture et du verdissement des cotylédons en fonction de 
l’ajout ou non de l’ABA. Sans ABA dans le milieu, aucune différence significative dans la 
cinétique d’ouverture et de verdissement des cotylédons n’est observée entre les génotypes 
mutants et sauvages, et ce dans les deux écotypes. Par contre, l’ajout de l’ABA à 1 µM 
provoque un retard dans ces cinétiques pour tous les génotypes, avec un effet plus important 
pour les mutants cml9 et encore plus prononcé pour prr2 dans les deux écotypes (Fig. 33B). 
En effet, si l’on évalue le moment où 50% des cotylédons sont ouverts et verts dans l’écotype 
Col0, les plantes sauvages et mutantes cml9-1, se situent à trois jours et demi, alors que les 
plantes mutantes prr2-1 se placent à quatre jours. Concernant l’écotype Ws4, les plantes 
sauvages se situent à trois jours et demi, les plantes cml9-2  à quatre jours et les plantes prr2-2 
à cinq jours. On notera qu’à la fin de la cinétique, l’ensemble des génotypes sur milieu 
additionné d’ABA, arrivent à compléter la croissance de leurs cotylédons, excepté pour le 
mutant prr2-2. Les expériences de dose dépendance confirment cette plus forte sensibilité à 
l’ABA des plantes mutantes, puisqu’elles rendent compte d’une réduction importante, 
significative et dose dépendante de l’ABA, de l’ouverture et du verdissement des cotylédons 
pour les deux lignées prr2. Sans ABA dans le milieu, 100% des cotylédons sont ouverts et 
verts pour les différents génotypes, si ce n’est pour le mutant prr2-2 qui présente une légère 
différence comme évoquée précédemment. Pour 1 µM d’ABA par exemple, prr2-1 et prr2-2 
présentent 60% et 50% de cotylédons ouverts et verts, alors que les lignées sauvages ont un 
taux d’environ 90% (Fig. 33C). Il faut noter que cette sensibilité à l’ABA est similaire, voire 
plus importante chez les mutants prr2 par rapport aux mutants cml9.  
Ces résultats indiquent qu’une diminution de l’expression de PRR2 dans les lignées 
mutantes altère leur réponse à l’ABA, les rendant hypersensibles à cette hormone, au cours 
d’un des premiers stades de développement de la plante, à savoir lors de l’ouverture et du 
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verdissement des cotylédons. De futures analyses permettront de préciser si cette 
hypersensibilité à l’ABA affecte d’autres processus physiologiques impliquant cette hormone, 
comme par exemple la réponse aux stress abiotiques. 
 
2.2.5. Discussion 
 
Ces travaux ont conduit à la caractérisation de PRR2, un facteur de transcription putatif du 
système à deux composants chez les plantes, ne possédant plus le résidu invariable du 
domaine receveur des ARRs nécessaire pour la phosphorylation. L’interaction de CML9 avec 
PRR2 a pu être validée dans les noyaux de cellules végétales et apparaît spécifique à CML9 et 
quelques autres CMLs apparentées. La recherche du domaine d’interaction a permis de 
révéler un mode d’interaction atypique par rapport à la très grande majorité des interactions 
connues CaM/cible, nécessitant la forme pleine taille de PRR2. La signification biologique de 
l’interaction CML9/PRR2 est soutenue par une approche de génétique inverse, montrant le 
rôle de ces deux gènes dans le contrôle par l’ABA de l’ouverture et du verdissement des 
cotylédons. L’ensemble de ces données laisse donc penser que l’interaction entre PRR2 et 
CML9, pourrait agir dans une voie de signalisation de l’ABA. 
 
2.2.5.1. Interaction physique entre PRR2 et CML9 
 
Les résultats obtenus au cours de ces travaux ont permis d’apporter des données robustes 
sur l’interaction physique entre CML9 et PRR2. En effet, cette interaction a été validée par 
différentes approches, in vitro, in vivo dans le système double hybride chez la levure et in 
planta dans les noyaux de cellules épidermiques de N. benthamiana. L’analyse de la 
spécificité de cette interaction révèle que PRR2 est capable d’interagir de manière 
différentielle entre les CMLs et la CaM. En effet à coté de CML9, PRR2 est aussi capable 
d’interagir avec CML8 et potentiellement CML11, mais ni avec CML10 ni avec la CaM. Une 
des questions qui se pose alors est la suivante : comment se fait la spécificité d’interaction, 
puisque les CMLs et la CaM présentent un très fort degré d’homologie dans leurs structures 
primaires ?  
Pour essayer d’y répondre nous avons recherché le domaine d’interaction de PRR2 et 
évalué l’influence du calcium sur l’interaction. Nos travaux ne révèlent pas de courte 
séquence peptidique responsable de l’interaction, mais indiquent la nécessité d’avoir la forme 
pleine taille de PRR2, donc probablement une structure tridimensionnelle pour permettre 
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l’interaction avec CML9 et CML8. En effet, dans nos tests de double hybride, des délétions 
en N-terminale et C-terminale de PRR2, abolissent l’interaction avec ces CMLs. De plus, nos 
essais in vitro semblent révéler une indépendance de l’interaction PRR2/CML9 vis-à-vis du 
calcium. Or, en général, le domaine de liaison à la calmoduline consiste en une courte 
séquence de 12 à 30 acides aminés contiguës,  amphiphile qui possède des propriétés chargées 
et hydrophobes, complémentaires à celle de la CaM, permettant leur interaction en présence 
de calcium (Yap et al., 2000). Un autre cas de figure souvent rencontré concerne les 
interactions calcium indépendantes impliquant « le domaine IQ ». Ce domaine correspond à 
une courte séquence de 14 à 25 acides aminés contigus, qui se trouve la plupart du temps 
répétée en tandem (Bahler and Rhoads, 2002). Ainsi, le mode d’interaction entre PRR2 et ces 
CMLs apparaît comme un mode d’interaction atypique par rapport à ce qui est classiquement 
décrit dans la reconnaissance CaM/cible. Chez A. thaliana, une autre CML connue sous le 
nom de TCH3 (CML12), interagit avec la protéine kinase PID, qui requiert sa forme pleine 
taille pour permettre l’interaction avec la CML (Benjamins et al., 2003). Ce mode 
d’interaction atypique nécessitant la forme pleine taille des cibles des CMLs n’est donc pas 
une exception.  
Il existe dans la littérature (voir intro, page 19) des exemples suggérant que des modes 
nouveaux et alternatifs d’interactions dans le couple CaM/Cible puissent exister. Par exemple 
chez l’amibe Dictyostelium discoideum, une Histone H1 (DdH1) cible de calmoduline a été 
identifiée comme interagissant indépendamment du calcium. Cependant, la recherche du 
domaine d’interaction n’a pas permis de désigner une courte séquence peptidique responsable 
de l’interaction (Catalano and O'Day, 2008). Il semblerait donc que des domaines discontinus 
puissent être responsables de l’interaction CaM/cible. Un autre exemple intéressant 
d’interaction atypique CaM/cible concerne le facteur de transcription de type bHLH SEF2-1. 
Dans ce cas de figure, la formation de dimère de CaM semble nécessaire pour former une 
sorte de tunnel hydrophobe, permettant l’insertion du dimère SEF2-1 à l’intérieur de celui-ci 
et son interaction via différents sites de liaisons (Larsson et al., 2005). Finalement, pour 
essayer de révéler quels sont les paramètres chez les CMLs et la CaM qui pourraient 
expliquer la spécificité de l’interaction avec PRR2, les modèles structuraux et leurs séquences 
ont été analysés.  
En effet des travaux sur la structure des CaMs et CMLs suggèrent que certaines 
substitutions d’acides aminés puissent jouer sur la sélectivité de l’interaction ou de 
l’activation des partenaires. Par exemple, une substitution d’un seul acide aminé entre la 
sCaM1 et la sCaM4 de soja confère ou non la capacité d’activer la NOS (Nitric Oxyde 
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Synthase) (Ishida et al., 2008a). D’autre part, des données acquises sur l’interaction entre la 
CaM7 et l’élément cis Z-box LRE (Light Responsive-Element), montrent que le seul acide 
aminé différent entre la CaM7 et la CaM2/3/5 est capable de conférer la spécificité 
d’interaction avec l’ADN (Kushwaha et al., 2008). La comparaison des séquences n’a pas 
permis de désigner d’acides aminés ou motifs communs entre CML9, CML8 et CML11 non 
présents sur la CaM ou CML10, qui pourraient tenter d’expliquer cette interaction 
différentielle avec PRR2. On notera seulement que CML9, CML8 et CML11 ont une charge 
globale en surface la plus électronégative entre ces différentes protéines (Annexe 8, page 
109). Ceci pourrait donc constituer un élément dans la reconnaissance différentielle entre les 
CMLs et PRR2. L’ensemble de ces résultats suggère que les CaM et CMLs utilisent différents 
modes de reconnaissance avec leurs protéines cibles, permettant probablement de relayer le 
signal calcique via différents modes, touchant ainsi une plus grande variété de protéines 
cibles. 
 
2.2.5.2. Rôle biologique du gène PRR2 
 
Afin d’apprécier la pertinence de l’interaction PRR2/CML9, nous avons cherché à 
identifier le rôle biologique de PRR2 à travers la caractérisation de mutants ayant une 
insertion d’ADN-T dans le gène PRR2, provoquant une diminution de son expression. 
L’étude de ces mutants n’a pas permis de révéler globalement d’altération pléiotrope sur le 
développement et la croissance des plantes mutantes. Ceci laisse penser que le gène PRR2 ne 
joue pas un rôle essentiel au cours du développement de la plante, comme cela avait pu être 
montré pour CML9. Au delà des aspects développementaux, les travaux de l’équipe ont 
permis de montrer l’implication de CML9 dans la réponse des plantes aux stress abiotiques, à 
l’application exogène d’ABA (Magnan et al., 2008), et plus récemment à l’infection par la 
bactérie phytopathogène P. syringae (Leba et al., données non publiées). Comme démontré 
précédemment pour CML9, l’analyse génétique sur PRR2 révèle un rôle de régulateur négatif 
de ce gène dans une voie de régulation dépendante de l’ABA contrôlant la croissance et le 
développement des cotylédons.  
Ces données laissent donc penser que PRR2 et CML9 puissent agir dans une même voie 
de signalisation de l’ABA. D’autres études de génétique ont apporté de fortes évidences quant 
au rôle de différentes protéines affines pour le calcium agissant dans les voies de régulation 
dépendantes de l’ABA. Par exemple, des plantes présentant une diminution du taux de 
transcrit de CML24 sont moins sensibles à l’ABA au cours de la germination, de l’ouverture 
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Figure 34. Modèles du positionnement de CML9 et de PRR2 dans les voies de signalisation induites 
par l’ABA, lors d’une infection par P. Syringae ou par des stress abiotiques.
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et du verdissement des cotylédons (Delk et al., 2005). Inversement la Calcineurin B-like 9 a 
été décrite comme un régulateur négatif de cette hormone au même stade de développement 
(Pandey et al., 2004). L’ensemble de ces données suggère par conséquent qu’il y a chez les 
plantes des rôles positifs et négatifs des acteurs de la signalisation calcique dans les voies de 
signalisation dépendantes de l’ABA.  
Avec nos travaux, nous complétons ainsi ces données en précisant qu’une protéine affine 
pour le calcium CML9 pourrait agir en tant que régulateur négatif de voie de signalisation de 
l’ABA à travers PRR2, un élément du système à deux composants. Dans le but d’apprécier les 
fonctions physiologiques communes entre PRR2 et CML9, des travaux ont été initiés à la fin 
de cette thèse pour évaluer l’implication éventuelle de PRR2 dans les réactions de défense 
contre la bactérie P. syringae. Des premières analyses sur les mutants prr2 indiquent qu’ils 
sont comme les mutants cml9, plus sensibles à cette bactérie (Annexe 9, page 109). D’après 
ces résultats, il semblerait que comme CML9, PRR2 soit un nouveau régulateur positif des 
réactions de défense contre la bactérie phytopathogène P. syringae. Ces deux protéines 
pourraient donc être associées à plusieurs rôles physiologiques communs. On peut ainsi se 
demander si PRR2 ne joue pas globalement un rôle dans les réponses des plantes aux stress 
abiotiques comme CML9. En effet, les données illustrées au cours de ces travaux indiquent 
que l’expression de ce gène est induite par différents stress de nature abiotique (stress salin et 
osmotique) (Fig. 29, page 59).  
Par ailleurs, on ne peut pas conclure que PRR2 n’agisse pas au cours de la germination. 
En effet, le retard de croissance observé lors de l’ouverture et du verdissement des cotylédons 
du mutant prr2-2 (Fig. 33B) pourrait être attribué à un retard de germination. Cette hypothèse 
est confortée par l’observation d’une forte induction de l’expression de PRR2 au cours de la 
germination lors de l’imbibition de la graine, sous le contrôle du GA une hormone connue 
pour contrôler la germination des graines (Fig. 28, page 58). Cependant, cette hypothèse reste 
à confirmer puisque le phénotype n’a été observé que sur le mutant prr2-2, ce qui est 
probablement dû au fait que l’expression de PRR2 est plus altérée dans ce mutant par rapport 
à prr2-1 (Fig. 31B et 31C). 
Finalement l’ensemble des résultats illustre la mise en évidence de PRR2 comme un 
nouvel acteur de la signalisation ABA, intervenant avec CML9 dans différentes voies de 
signalisation communes, comme celle induite par l’ABA dans la régulation négative du 
contrôle de la croissance des cotylédons (Fig. 34), et vraisemblablement avec celle agissant 
lors de la mise en place des mécanismes de défense suite à l’infection par P. syringae (Fig. 
34). De manière plus hypothétique, ces deux partenaires pourraient aussi intervenir ensemble 
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dans les voies induites lors des stress abiotiques (stress salin, sécheresse), pour lesquels le rôle 
de CML9 a été démontré (Magnan et al., 2008) (Fig. 34). 
 
2.2.5.3. PRR2 : un facteur de transcription ? 
 
Dans le but d’apporter une signification biochimique à l’interaction CML9/PRR2, nous 
avons évalué l’influence de CML9 sur les activités potentielles de PRR2 en tant que facteur 
de transcription. En effet, l’analyse de la séquence protéique a permis d’identifier un domaine 
de liaison à l’ADN de type GARP et une région riche en proline, laissant penser que PRR2 
puisse lier l’ADN et réguler la transcription de gènes. Cependant, pour l’un et l’autre, aucun 
des tests effectués dans ces travaux n’a été concluant pour révéler une activité biochimique de 
PRR2. Plusieurs interprétations peuvent expliquer ces faits : 
 
Concernant les tests de liaison à l’ADN, les résultats montrent que PRR2 n’est pas 
capable de lier la séquence cis (G/A)GAT(T/C) utilisée dans nos essais. Cette séquence 
identifiée par la méthode in vitro SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 
enrichment), a été démontrée comme étant capable de lier les domaines GARP de trois 
régulateurs de réponse de type-B, comprenant ARR1, ARR10 et ARR11 (Sakai et al., 2000; 
Hosoda et al., 2002; Imamura et al., 2003). Il est possible que cette petite séquence 
nucléotidique ne soit pas assez affine et complète pour pouvoir lier les différentes protéines à 
domaine GARP. Ceci est en accord avec des travaux récents sur les gènes cibles d’ARR1 
indiquant que cette séquence est surreprésentée dans les promoteurs de ces gènes, avec des 
extensions en 5’ et 3’ donnant la séquence AAGAT(T/C)TT, laquelle possède ainsi sous cette 
forme une meilleure affinité pour ARR1 (Taniguchi et al., 2007). 
D’autre part PHR1, un autre facteur de transcription à motif GARP a été identifié comme 
interagissant avec la séquence GCATATTC sous forme de dimère (Rubio et al., 2001), 
suggérant qu’il n’y a pas de séquence consensus pour toutes les protéines à motif GARP. 
Cette hypothèse est appuyée par des analyses bioinformatiques sur les gènes cibles des GLKs 
qui proposent la séquence CCAATC comme étant l’élément cis reconnu par ces facteurs de 
transcription (Waters et al., 2009). Sous réserve de la validation expérimentale de cette 
séquence, d’après la très bonne conservation du domaine GARP entre PRR2 et les GLKs, il 
pourrait être intéressant de tester l’interaction de cet élément cis avec PRR2.   
L’autre activité biochimique testée dans nos travaux a concerné la capacité de PRR2 à 
activer la transcription. Pour expliquer l’absence d’activité de PRR2 dans nos tests, on ne peut 
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Figure 35. Différents modes hypothétiques de régulation sur les activités de PRR2 en 
tant que facteur de transcription.
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pas exclure que PRR2 puisse se trouver sous une forme inactive dans ces essais. On peut 
supposer par exemple que l’activité transactivatrice de PRR2 soit soumise à des mécanismes 
de régulation, comme une activation par des cofacteurs ou par des modifications post-
traductionnelles induites dans des conditions particulières. Nous avons pu voir dans nos 
premiers essais que CML9 seul n’était pas suffisant pour activer PRR2. Les protéines GLKs 
par exemple, seraient peut-être en mesure de jouer le rôle de cofacteur puisqu’elles sont 
capables de former des dimères avec PRR2 dans la levure. D’autre part, pour ARR1 et ARR2, 
les activités transactivatrices n’ont été observées qu’après avoir tronqué le domaine receveur 
de ces protéines, suggérant une inhibition de ces activités par ce domaine (Sakai et al., 2000). 
Le domaine receveur de PRR2 pourrait donc avoir aussi le même effet, nous empêchant alors 
de révéler une activité transactivatrice avec la version pleine taille de la protéine. Une autre 
explication possible serait que l’activation de PRR2 est conditionnée par une modification 
post-traductionnelle induite par exemple lors d’un stress biotique ou par un stimulus 
hormonal. À l’image de l’activation d’ABF4 par l’ABA évoquée précédemment (Choi et al., 
2005), une régulation de l’activité de PRR2 serait envisageable puisque nous avons vu le rôle 
partie sur les modes de régulation potentiels de l’activité de PRR2 en tant que facteur de 
transcription sont reprises et illustrées dans la figure 35.  
 
Par ailleurs, dans ces essais biochimiques visant à évaluer l’effet de CML9 sur 
l’activité de protéines cibles, des résultats intéressants ont été obtenus avec le facteur de 
transcription WRKY53. En effet, les résultats obtenus suggèrent que CML9 régulerait 
positivement l’activité transactivatrice de WRKY53. Il sera intéressant de confirmer cet effet 
en utilisant des promoteurs de gènes cibles connus de WRKY53.     
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3. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Ces travaux de thèse s’inscrivent dans la compréhension des mécanismes de signalisation 
cellulaire utilisés par la plante lors de contraintes de l’environnement. Parmi les voies de 
routage de l’information mises en place dans ces contextes physiologiques, il est bien établi 
que la signalisation calcium joue un rôle important. Cependant, les nombreux acteurs utilisés 
pour le décodage de ces voies sont encore peu connus. Dans ce contexte, l’objectif de ce 
travail avait pour but d’identifier les partenaires de CML9 qui contribuent à son rôle dans la 
réponse des plantes aux contraintes de l’environnement et à la signalisation ABA. Dans ce 
cadre, ces travaux de thèse ont permis d’identifier différentes protéines cibles de CML9, qui 
présentent des structures et des fonctions variées, suggérant que cette CML pourrait réguler 
différents processus cellulaires. Parmi ces partenaires, PRR2, un élément atypique du système 
à deux composants, a été révélé comme étant un nouvel acteur de la signalisation ABA et de 
la réponse des plantes à la bactérie phytopathogène P. syringae. Cependant, ces résultats 
encore préliminaires mériteront d’être confortés pour examiner en détail le rôle de PRR2 dans 
la physiologie de la plante. 
 
Pour atteindre ces objectifs, nous disposons actuellement dans l’équipe d’autres matériels 
génétiques comme des lignées sur-exprimant PRR2 (PRR2SE), des lignées d’insertion d’ADN-
T (prr2) ou exprimant un ARN interférant (PRR2I) dirigé spécifiquement contre le gène 
PRR2. L’analyse future de ces différentes lignées permettra de confirmer ou de mettre en 
lumière les différents rôles physiologiques de PRR2. Ainsi, nous pourrons apprécier 
l’implication de PRR2 dans les voies de signalisation dépendantes de l’ABA, mises en place 
lors des stress environnementaux de natures abiotiques et biotiques. Afin de positionner PRR2 
dans ces voies de signalisation, en particulier celles impliquant CML9, un double mutant 
cml9/prr2 devra être généré pour observer si ces mutations sont épistatiques entre elles. Le 
phénotypage pourra alors être fait sur les différents génotypes (PRR2SE, prr2, PRR2I, 
cml9/prr2) pour évaluer leurs réponses aux stress abiotiques, aux hormones et aux 
microorganismes pathogènes, pour lesquels des résultats ont été obtenus sur les mutants 
(cml9) ou sur-expresseurs de CML9 (CML9SE). D’autre part, pour préciser la position de 
PRR2 dans les voies de signalisation, des analyses d’expression de PRR2 devront être faites et 
comparées, suite à l’application de ces stimuli sur des plantes sauvages et des lignées 
mutantes de voies de signalisation hormonale. De la même façon, des gènes marqueurs des 
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Figure 36. Modèle du positionnement de CML9 et de PRR2 dans les voies de signalisation 
induites lors d’une infection par P. Syringae.
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voies hormonales pourront être analysés dans les différentes lignées altérées dans l’expression 
de PRR2. Les gènes régulés par l’ABA ou impliqués dans sa signalisation susciteront une 
attention particulière. En effet l’ABA est connu pour être un régulateur négatif des défenses 
contre la bactérie P. syringae (Ton et al., 2009). Ayant observé une hypersensibilité à cette 
hormone dans les mutants cml9 et prr2, ainsi qu’une plus grande sensibilité de ces mutants à 
P. syringae, l’hypothèse que ces protéines agissent sur l’augmentation de la réponse à l’ABA, 
dans les défenses mises en place par la plante, suite à l’infection par ce pathogène, n’est pas à 
exclure (Fig. 36). 
  
D’autre part, afin de comprendre les processus cellulaires régulés par PRR2 et par la suite 
d’apprécier le rôle de l’interaction avec CML9 sur ces processus, il apparaît important 
d’évaluer le rôle biochimique de PRR2 en tant que facteur de transcription. Ceci n’a pas pu 
être mis en évidence dans ces travaux. Pour révéler ces activités biochimiques et 
particulièrement sa liaison à l’ADN, les gènes cibles de PRR2 devront être recherchés. Les 
lignées prr2 et PRR2SE pourront ainsi être utilisées pour étudier les gènes dérégulés par une 
approche de transcriptomique dans le contexte physiologique le plus pertinent, apprécié 
auparavant lors du phénotypage de ces plantes. Par exemple, supposant que l’implication de 
PRR2 dans les mécanismes de défense mis en place lors de l’infection par P. syringae soit 
confirmée, cette étude permettra d’identifier le régulon de PRR2 responsable de ce rôle. Dans 
le but d’apprécier parmi ces gènes les cibles directes de PRR2, une attention sera portée sur 
les gènes dont l’expression est dérégulée à la fois dans les lignées prr2 et PRR2SE. Il sera alors 
intéressant de comparer ce set de gènes avec ceux dérégulés dans les lignées mutantes cml9, 
CML9SE, cml9/prr2, pour définir le régulon dépendant de la voie CML9/PRR2. 
 En outre, nous avons démontré dans ces travaux de thèse que PRR2 est capable de former 
des complexes avec les protéines GLKs dont les gènes cibles sont connus dans la littérature 
(Waters et al., 2009). Une comparaison pourra être faite afin d’apprécier si ces protéines 
GARP partagent des voies de régulation de l’expression génique communes. Si c’est le cas, 
l’analyse des différentes lignées affectées dans l’expression de PRR2 pourront être analysées 
au niveau des processus physiologiques impliquant les GLKs, comme le développement des 
chloroplastes par exemple. 
 
Afin de définir l’élément cis reconnu par PRR2, une analyse bioinformatique des 
promoteurs des gènes cibles de PRR2 devra être effectuée pour déterminer un motif 
consensus. En parallèle, l’obtention d’une lignée mutante complémentée par une construction 
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portant le promoteur et le gène de PRR2  fusionné à un tag 3HA permettra d’effectuer des 
expériences de CHIP (CHromatin ImmunoPrecpitation) dans le contexte physiologique le 
plus pertinent où PRR2 est impliqué. Dans le cas où il apparaîtrait difficile de précipiter une 
assez bonne quantité d’ADN, les lignées disponibles sur-exprimant PRR2 fusionné à un tag 
3HA seront utilisées. Les séquences alors isolées pourront être séquencées grâce à la 
technologie 454 présente sur le pôle de recherche toulousain pour identifier les motifs d’ADN 
enrichis. La confrontation de l’ensemble de ces données devrait permettre d’identifier 
l’élément cis reconnu par PRR2. Ainsi, grâce à ces informations et aux données 
d’expressions, les promoteurs candidats de gènes cibles directs de PRR2 pourront être 
identifiés et validés par des expériences de PCR en utilisant des couples d’amorces 
spécifiques des gènes candidats sur l’ADN précipité par les expériences de CHIP. Le régulon 
CML9/PRR2 identifié auparavant et les données sur les promoteurs cibles de PRR2 
permettront finalement de choisir un gène candidat pour évaluer l’influence de CML9 et du 
calcium sur l’activité de transactivation ou de liaison à l’ADN de PRR2, selon les mêmes 
approches expérimentales faites dans ces travaux de thèse. Dans le cas où PRR2 serait actif 
seulement dans un contexte physiologique particulier, les essais de transactivation pourront 
être réalisés après l’induction par un stimulus choisi en fonction du gène cible et des données 
de phénotypage obtenues précédemment. 
 
D’autre part, nous avons vu au cours de ces travaux de thèse que CML9 était capable 
d’interagir ou de moduler l’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription TGA3 et 
WRKY53. Ces deux facteurs de transcription sont des acteurs importants dans les voies de 
signalisation dépendantes du SA mises en place dans les mécanismes de défense des plantes 
lors de l’infection par P. syringae (Zhou et al., 2000; Kesarwani et al., 2007; Murray et al., 
2007) (Fig. 36). De la même façon que pour PRR2, il sera intéressant d’apprécier le rôle de 
l’interaction de CML9 sur ces facteurs de transcription, en étudiant leurs gènes de réponses 
régulés lors de l’infection par P. syringae. Ces données permettront d’apporter d’autres 
informations sur le contrôle de l’expression génique via CML9, et de préciser la manière dont 
cette protéine contribue aux mécanismes de défense mis en place lors de l’infection par P. 
syringae. Finalement, CML9 étant une protéine affine pour le calcium, il sera pertinent 
d’apprécier l’effet du calcium et de CML9 sur l’interaction avec ces différents facteurs de 
transcription ou sur la régulation de leurs activités, pour augmenter les connaissances sur la 
manière dont le message calcique est converti par les cellules en réponses biologiques. 
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YEB (1 l)
900 ml H2O (ajusté
 
le pH à
 
7,2 avec 0,5 M NaOH)
Extraits de boeuf        5 g 
Extraits de levure       1 g 
Peptone / Tryptone
 
5 g 
100 ml
Saccharose                 5 g 
Autoclaver
 
séparément les extraits de bœuf et le saccharose.
Tableau 7. Composition du milieu YEB
  Matériels et méthodes 
 
4. MATERIELS ET METHODES 
 
4.1. MATERIELS  
 
4.1.1. Souches bactériennes et conditions de cultures 
 
Au cours de ce travail, les souches bactériennes suivantes ont été utilisées : 
 
- Souche TOP10 (Invitrogen) d’Escherichia coli pour le clonage dans le vecteur TOPO 
(Invitrogen) du produit d’amplification de l’ADNc de CML9. 
- Souche DH5α (Invitrogen) d’E. coli pour le clonage de CML9 dans le vecteur pGEX-
6P1 (Pharmacia Biotech Inc), la production de la protéine de fusion GST-CML9 et les 
étapes de clonage avec les vecteurs GATEWAY. 
- Souche One ShotR ccdB Survival T1R (Invitrogen) d’E. coli pour la propagation des 
vecteurs GATEWAY. 
- Souche BL21 (DE3) (Invitrogen) d’E. coli pour l’expression de la banque d’ADNc 
d’A. thaliana et la production des protéines de fusion GST (vecteurs pDEST15). 
- Souche GV3103 (RifampicineR, GentamicineR, KanamicineR) ou GV3101 
(RifampicineR, GentamicineR) d’Agrobacterium tumefaciens, utilisée pour la 
transformation transitoire des feuilles de N. benthamiana. 
 
Les souches d’E. coli transformées sont cultivées à 37°C, dans un milieu LB contenant les 
antibiotiques adéquats. En vue de la production de la protéine recombinante, la culture est 
additionnée d’IPTG (vecteur pGEX-6P1) à la concentration finale de 0,4 mM ou de 0.1% 
L(+)-arabinose (vecteur pDEST15). Les bactéries sont ensuite récupérées par centrifugation 
avant d’être conservées à – 80°C. 
Les souches d’A. tumefaciens transformées sont cultivées à 28°C et à l’obscurité dans 
un milieu YEB (Tableau 7) contenant les antibiotiques rifampicine et gentamicine. 
 
4.1.2. Souche de levure et condition de culture 
 
Au cours de ce travail la souche de levure AH109 de Saccharomyces cerevisiae 
(Clontech) a été utilisée pour les essais de double hybride. Elle contient différents gènes 
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Ces différents milieux sont passés à
 
l’autoclave 15 min, à
 
121°C
YAPD (1l)                                                       
Extraits de levure
 
10g
Bacto-peptone
 
20g
Sels d’adenine
 
hémisulfate
 
50 mg
Glucose
 
2%
(+/-
 
Agar)                                               15g
Ajusté
 
le pH à
 
5,8 avec du KOH.
SD-TL (1l)
6.7 g
 
Yeast
 
Nitrogen
 
base
x g
 
drop out –TL (Clontech)
50 mg
 
Sels
 
d’adenine
 
hémisulfate
20 g
 
Glucose
20 g Agar-Agar
pH non ajusté
SD-TLH (1l)
6.7 g
 
Yeast
 
Nitrogen
 
base
x g
 
drop out –HTL (Clontech)
50 mg
 
Sels d’adenine
 
hémisulfate
20 g
 
Glucose
20 g Agar-Agar
pH non ajusté
SD-TLHA (1l)
6.7 g
 
Yeast
 
Nitrogen
 
base
x g
 
drop out –TLHA (Clontech))
20 g
 
Glucose
20 g Agar-Agar
pH non ajusté
Tableau 8. Composition des milieux YAPD, SD-TL, SD-TLH, SD-TLHA
  Matériels et méthodes 
rapporteurs ADE2, HIS3, lacZ, et MEL1 qui sont sous le contrôle d’un promoteur inductible 
par la protéine GAL4. 
La souche de levure AH109 non transformée est cultivée à 28°C à l’obscurité dans un 
milieu YAPD (Tableau 8) liquide contenant de l’ampicilline à 50µg/ml. Après introduction 
dans cette souche des vecteurs double hybride (pGAD et pGBG), les milieux SD-TL, SD-
TLH, SD-TLHA (Tableau 8) sont utilisés.   
 
4.1.3. Matériels végétals et conditions de cultures 
 
4.1.3.1. Arabidopsis  thaliana 
 
Au cours de ce travail, différents écotypes sauvages et différentes lignées mutantes 
d’Arabidopsis  thaliana ont été utilisées. Les écotypes sauvages sont Columbia (Col0) et 
Wassilewskija (WS4). Les lignées mutantes de PRR2 ayant pour code NASC, 570H02 (prr2-
1/Col0) et 223H10 (prr2-2/Ws4), proviennent de la collection de l’INRA de Versailles et 
celle de GABI-Kat (http://www.gabi-kat.de). Les lignées mutantes de cml9-1 (Col8) et cml9-2 
(Ws4) ont été obtenues par (Magnan et al., 2008). 
Les conditions décrites dans cette partie correspondent aux conditions standard de culture 
servant pour la production de graines et de matériel nécessaire pour les analyses moléculaires. 
 
Les plantes au stade adulte sont obtenues après avoir semé les graines sur tourbe 
(Jiffy®) ou sur terreau (H4, Tref) en pots individuels. Après 3 à 4 semaines de croissance en 
salle de culture (température 22°C, photopériode 16 heures), les plantes sont transférées en 
serre. À l’apparition de la hampe florale, un système de récolte des graines (Aracon®) est mis 
en place. Après un mois de culture, l’arrosage est interrompu et les graines sont récoltées et 
stockées dans des tubes à l’obscurité. 
 
Pour les cultures in vitro utilisées dans les tests de croissance des cotylédons, les 
graines sont stérilisées 10 minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium 0,4% diluée 
dans 5 volumes d’éthanol 95% avec du triton X100 à 0,05%, lavées deux fois dans de 
l’éthanol 95% puis séchées sous une hotte stérile avant d’être semées dans des boîtes de Pétri 
sur milieu MS 0,5X (Murashige and Skoog, Sigma) à pH 5.8 additionné d’agar à 1%. Afin de 
synchroniser la germination, les boîtes de Pétri sont placées 48 heures à 4°C à l’obscurité, 
avant d’être transférées en salle de culture (température 22°C, photopériode 16 heures). 
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nom de l'amorce séquence de l'amorce 5' vers  3'
attB1 GGAGATAGAACCATGA-gène 15X
attB2 CAAGAAAGCTGGGTC-gène 15X
attB3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATG
attB4 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC
Tableau 9. Amorces utilisées pour les clonages dans les vecteurs GATEWAY
  Matériels et méthodes 
4.1.3.2. Nicotiana benthamiana 
 
Les plantes au stade adulte (5 semaines) utilisées pour l’agroinfiltration de N. 
benthamiana sont obtenues après avoir semé les graines sur terreau (H4, Tref) en pots 
individuels placés ensuite en salle de culture (température 25°C, humidité 70%, avec 16 
heures de lumière). 
 
4.2. METHODES 
 
4.2.1. Méthodes relatives aux clonages dans les vecteurs d’expression 
 
4.2.1.1. Clonage de CML9 fusionnée à un site de phosphorylation 
 
L’ADNc pleine longueur de CML9 a été amplifié par PCR à l’aide de l’ADN 
polymérase pfu à partir d’un plasmide disponible au laboratoire. Les amorces synthétiques 
utilisées pour la PCR sont 5’AAAGGATCCCGTCGTGCATCTGTTATGGCGG 
ATGCTTTCACA 3’ portant un site de restriction BamH1 et une séquence codant un site de 
phosphorylation ainsi que l’amorce 5’ CCGGGCGCTGCATGTGTCAGAGG 3’. Le produit 
d’amplification obtenu est cloné dans le vecteur TOPO selon les indications du fournisseur, 
séquencé, puis introduit dans le vecteur pGEX-6P1 par les sites BamH1 et Not1. 
 
4.2.1.2. Clonage dans les différents vecteurs GATEWAY  
 
Les différentes constructions portant la technologie Gateway ont été obtenues selon les 
protocoles fournis par le constructeur (Invitrogen). Les plasmides portant les séquences 
codantes utilisées comme matrice pour les amplifications par PCR ont été obtenus dans les 
centres de ressource génomique de l’ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center) et du 
RBRC (Riken BioResource Center). Pour ajouter les sites de recombinaisons Gateway (site 
attB), des amorces sens (attB1-gène, tableau 9) et antisens (attB2-gène, tableau 9), spécifiques 
aux séquences codantes ont été utilisées pour une première amplification par PCR. Une 
deuxième amplification par PCR sur le produit d’amplification de la première, avec les 
amorces sens attB3 (Tableau 9) et antisens attB4 (Tableau 9) permet de compléter les sites 
attB. Ces produits d’amplification portant les sites attB sont ensuite recombinés dans le 
vecteur pDONR207 (Invitrogen) grâce à une réaction BP donnant de nouveaux sites de 
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  Matériels et méthodes 
recombinaison attL. Finalement, une dernière recombinaison LR permet de cloner les 
séquences codantes portées par le vecteur pDONR207 dans les différents vecteurs de 
destination utilisés. Ainsi ont été générés les vecteurs d’expression : pour le double hybride 
avec les vecteurs de destination pGAD et pGBG (Clontech), pour les études de localisation 
subcellulaire et les mesures de FRET avec les vecteurs de destination pAM-PAT-P35S-GW-
CFP et pAM-PAT-P35S-GW-YFP (Bernoux et al., 2008), pour les productions de protéines 
recombinantes dans E. coli avec le vecteur de destination pDEST15 (Invitrogen) et pour 
l’expression transitoire dans le tabac avec le vecteur de destination pAM-PAT-P35S-GW-
3HA (Bernoux et al., 2008).  
Pour les essais de transactivation le vecteur de destination pMDC164 a été utilisé pour 
fusionner le gène rapporteur GUS à la séquence GAL4 5*UAS-promoteur minimum 35S 
(matrice : vecteur GAL4-LUC, donné par M. Boudsocq d’après (Chinnusamy et al., 2003)) 
insérée comme décrit précédemment dans un pDONR207. Dans le but de fusionner les 
facteurs de transcription à la protéine GAL4-cMYC (matrice : vecteur pGAD), la technologie 
multisite GATEWAY Pro utilisant les vecteurs pDONR221 P5-P2 et pDONR221 P1-P5r a 
été suivie selon les recommandations du constructeur (Invitrogen). Les vecteurs d’entrées 
obtenus par cette technologie ont ensuite été employés pour la recombinaison LR avec le 
vecteur de destination pAM-PAT-P35S-GW-3HA. Le gène Luciférase (matrice : vecteur 
GAL4-LUC) a lui aussi été cloné dans ce vecteur de destination grâce à la technologie 
GATEWAY comme décrit précédemment.         
      
4.2.2. Méthodes relatives à l’analyse des protéines 
 
4.2.2.1. Production de protéines recombinantes chez E.coli  
 
Après culture des bactéries transformées et induction de l’expression de la protéine de 
fusion, les protéines sont extraites à partir d’un culot bactérien de 0,5 g. Pour cela, les 
bactéries sont lysées dans 50ml de tampon Tris/HCl 50 mM (pH8.0) ; NaCl 150 mM ; EDTA 
1 mM ; PMSF 1 mM ; Triton X100 0,5% ; lysozyme 0,2 mg/ml. Après 10 minutes 
d’incubation à 4°C, le lysat est traité par sonication afin d’obtenir un homogénat fluide. 
L’extrait est ensuite clarifié par 10 minutes de centrifugation à 15000 rpm (4°C) et le 
surnageant est conservé à 4°C. 
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4.2.2.2. Purification des protéines par chromatographie d’affinité 
 
Les protéines fusionnées à la GST (vecteur pDEST15 et pGEX-6P1) sont purifiées sur 
un support d’affinité glutathion sépharose (Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, GE 
healthcare) selon les recommandations du fournisseur. Après rinçage du support, la protéine 
de fusion est éluée dans un tampon Tris/HCl 50 mM (pH8.0) ; glutathion 10 mM. 
L’homogénéité des extraits protéiques est ensuite évaluée par électrophorèse SDS-PAGE 
selon Laemmli (Laemmli, 1970) après coloration au bleu de Coomassie R250. L’extrait 
protéique est finalement dessalé sur une colonne de dessalage (PD-10 desalting columns, GE 
Healthcare) avant d’en estimer la concentration protéique par mesure d’absorbance à l’aide du 
spectrophotomètre Nanodrop. 
 
4.2.2.3. Immunodétection des protéines 
 
L’immunodétection des protéines est faite à partir d’extraits de protéines obtenus après 
purification par chromatographie d’affinité pour les protéines recombinantes produites dans 
E. coli, après extraction selon le protocole Urée/SDS du manuel Yeast Protocols Handbook 
(Clontech) pour les protéines de levure et après extraction directement dans un tampon de 
charge Laemmli pour les protéines de feuille de N. benthamiana (48 heures après 
agroinfiltration). Suite à la migration électrophorétique sur gel SDS-PAGE, les protéines sont 
transférées sur membrane de nitrocellulose Protran BA85 (Whatman) puis visualisées par 
coloration au rouge Ponceau S. Les différents extensions YFP/CFP, HA, cMYC, GST sont 
détectées en utilisant les anticorps, polyclonaux de lapin anti-GFP (Invitrogen), monoclonaux 
de rat anti-HA (clone 3F10, Roche), monoclonaux de souris anti-cMYC (clone 9E10, Roche) 
et polyclonaux de chèvre anti-GST, respectivement selon les recommandations des 
constructeurs. Pour les immunodétections de l’YFP/CFP et de la GST, des anticorps 
secondaires conjugués à une HRP (HorseRadish Peroxidase) sont utilisés. Pour toutes les 
immunodétections la révélation se fait sur un film Kodak après ajout d’un substrat de la HRP 
émettant de la lumière, selon les recommandations du constructeur (Amersham ECL detection 
systems, GE healthcare).   
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4.2.2.4. Clivage protéolytique de la protéine de fusion et radiomarquage par 
phosphorylation 
 
La protéine de fusion GST-CML9 adsorbée sur le support d’affinité est marquée par 
phosphorylation à l’aide d’une protéine kinase A (Calbiochem) et de [γ-33P]ATP selon les 
recommandations du fournisseur, puis clivée avec la PreScission Protéase (GE healthcare) 
selon les recommandations du fournisseur. La GST est ensuite retenue sur le support 
d’affinité glutathion Sépharose permettant de purifier CML9. Après migration 
électrophorétique sur gel SDS-PAGE, la protéine CML9 est révélée par autoradiographie sur 
un écran Phosphoscreen et une acquisition d’image avec un Phosphoimager STORM. 
 
4.2.2.5. Expériences d’overlay avec la sonde CML9 radioactive 
 
4.2.2.5.1. Mise en place de la banque d’ADNc d’A. thaliana 
 
La souche BL21 d’E.coli a été transformée par choc thermique avec une préparation 
plasmidique issue d’une banque d’ADNc d’ A. thaliana (Galaud et al., 1999). Après 
étalement des bactéries transformées sur milieu sélectif, les transformants sont repiqués dans 
100 microplaques 384 puits (Genetix) contenant du milieu LB avec un agent sélectif, à l’aide 
de la station robotisée Q-bot du Centre National de Ressources Génomiques végétales 
(CNRGV). La banque d’ADNc ainsi préparée est stockée à – 80°C en vue de son utilisation 
ultérieure. 
 
4.2.2.5.2. Criblage de la banque 
 
Les clones de la banque sont déposés sur une membrane de nitrocellulose Protran 
BA85 (Whatman) disposée sur du milieu LB contenant de l’IPTG 4 mM, à l’aide du robot 
grideur Biorobotics Biogrid du Centre de Ressources Génotypage et Séquençage (CRGS). 
Après croissance des colonies, elles sont fixées par un bain de vapeur à saturation de 
chloroforme et lysées dans un tampon de lyse Tris 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 5mM, 
EDTA 1mM, BSA 1,5% (m/v), lysozyme 40 µg/ml, DNAse 1 µg/ml. La membrane est 
ensuite incubée sous agitation dans une solution de Tris 50 mM (pH8.0), NaCl 150 mM, lait 
écrémé 5% (m/v), Tween 0,05% (v/v) à 4°C, puis préhybridé dans une solution de Tris 50 
mM (pH8.0), NaCl 150 mM, lait écrémé 5% (m/v), Tween 0,05% (v/v), CaCl2 5 mM, MgCl2 
nom de l'amorce séquence de l'amorce 5' vers  3'
Amorce sens AGATC GGGCGACGTGAATTCTAAGATCGTCTCGCATACACTG
Amorce sens AGATT GGGCGACGTGAATTCTAAGATTGTCTCGCATACACTG
Amorce sens GGATC GGGCGACGTGAATTCTAGGATCGTCTCGCATACACTG
Amorce sens GGATT GGGCGACGTGAATTCTAGGATTGTCTCGCATACACTG
Tableau 10. Amorces utilisées pour les expériences de liaison à
 
l’ADN.
  Matériels et méthodes 
1 mM. L’hybridation se fait à température ambiante sous agitation dans la solution de 
préhybridation additionnée de 0,2 mg de CML9, présentant une radioactivité spécifique de 
4µCi/µg de protéine. La membrane est ensuite rincée une fois dans la solution de 
préhybridation puis deux fois dans cette même solution, sans le lait écrémé. Après le rinçage 
elle est exposée pendant 2 heures au contact d’un écran Phosphoscreen. Les images sont 
acquises sur un Phosphoimager (STORM) et analysées grâce au logiciel ImageQuant. La 
quantification de l’intensité des signaux se fait à l’aide du logiciel ArrayGauge, les signaux 
sont ensuite normalisés par rapport au bruit de fond. Une analyse de la distribution de 
l’ensemble des signaux est effectuée grâce à la boîte à moustache de Tukey (Tukey, 1977) à 
l’aide du logiciel SPSS 13.0.1, en vue de discriminer les signaux de plus forte intensité 
(valeurs atypiques). Un rinçage ultérieur de la membrane est effectué en présence d’EDTA 
2,5 mM. L’acquisition des images et la quantification des signaux est faite de la même façon. 
Les clones sélectionnés à l’issue du criblage de la banque d’ADNc ont été cultivés en milieu 
liquide, en vue de l’obtention et du séquençage des plasmides correspondants. L’analyse des 
séquences d’ADNc ainsi obtenue a été effectuée à l’aide du programme BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
 
4.2.2.5.3. Expériences d’Overlay après dépôt des protéines par Slot-Blot 
 
Les différentes protéines purifiées sont déposées sur membrane de nitrocellulose 
Protran BA85 (Whatman) par Slot-Blot. L’incubation de la membrane et la révélation de la 
radioactivité sont effectuées ensuite, comme indiqué pour le criblage de la banque. 
 
4.2.2.6. Expériences de retard sur gel avec de l’ADN (EMSA) 
 
La capacité des protéines à interagir avec l’ADN a été évaluée par des essais de retard 
sur gel. Tous les fragments d’ADN utilisés dans ces expériences ont été générés par 
l’hybridation de deux amorces complémentaires (Tableau 10). Les amorces une fois hybridées 
portent des extrémités 5’ avec des G libres, qui sont complétées et marquées par des [α-33P]-
dCTP à l’aide du fragment Klenow de l’ADN polymérase (Promega). Les sondes sont ensuite 
séparées des dCTP non incorporés par centrifugation sur colonne MicroSpin G-25 (illustra, 
GE healthcare) selon les recommandations du constructeur. 
Les expériences de liaison à l’ADN sont réalisées en incubant les protéines fusionnées 
à la GST ou la GST seul avec 800 fmol de sonde radiomarquée, pendant 30 min à 20°C dans 
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- 
665 l
 
de PEG 50% (PEG 3350, autoclavé)
-
 
100 l
 
de LiAc
 
1 M (stock filtré
 
sur 0.22 uM)
-
 
140 l
 
SS-DNA (2mg/ml, bouilli préalablement pendant 5 minutes puis 
conserver au moins
 
5 minutes dans la glace).
-
 
95 l H2O 
-
 
4,66 ml d’Acrylamide
 
40%
-
 
2,57 ml de Bis
 
acrylamide
 
2%
-
 
2 ml de TBE (Tris
 
Borate EDTA) 10 X
-
 
1 ml de Glycérol
-
 
40 µl de Temed
-
 
250 µl d’APS
 
10%
-
 
29,48 ml d’H2O
Tableau 12. Solution de transformation des levures.
Tableau 11. Composition du gel 
polyacrylamide
 
4,7% utilisé
 
pour les tests de 
liaison à
 
l’ADN.
  Matériels et méthodes 
un volume final de 20 µl (20 mM Tris pH 8, 80 mM KCl, 5% (v/v) glycerol, 0.1 mM EDTA, 
1 mM dithiothreitol, avec 2 µg poly dIdC). Après incubation, le mélange réactionnel est 
immédiatement chargé sur un gel de polyacrylamide à 4,7%  (acrylamide:bisacrylamide, 29 : 
1) (Tableau 11) installé dans un tampon de migration 0,5X Tris-Borate-EDTA. Après 
migration de 2 h à 150 V dans une cuve à refroidissement liquide, le gel est placé dans un 
Saran pour être exposé sur un écran Phosphoscreen pendant 48 h avant d’acquérir l’image 
avec un Phosphoimager STORM. 
 
4.2.3. Méthodes du double hybride dans la levure 
 
4.2.3.1.Préparation et transformation des levures compétentes 
 
À partir d’une colonie isolée de la souche AH109 de S. cerivisae, 5  ml de milieu de  
culture liquide YAPD (Tableau 8) (Amp 50 µg/ml) sont ensemencés pour être placés en 
culture sous agitation à 250 rpm pendant la nuit à 28°C. Un erlen de 250 ml contenant 50 ml 
de milieu YAPD (préchauffé) est ensuite ensemencé avec la précédente culture pour atteindre 
une densité optique à 600 nm de 0,15, puis mis en culture à 28°C sous agitation à 250 rpm 
jusqu’à l’obtention d’une densité de culture de DO d’environ 0,6. Les cellules sont ensuite 
culottées par centrifugation à 4500 rpm pendant 5 minutes et sont rincées ensuite avec 25 ml 
d’H2O stérile, deux fois. Le culot est ensuite repris dans 1 ml de LiAc 100 mM pour être 
transféré dans un tube eppendorf stérile de 1,5 ml avant d’être centrifugé 15 secondes à 13000 
rpm. Après avoir enlevé le surnageant, le nouveau culot est repris dans du LiAc 100 mM afin 
d’obtenir une densité de cellules de 2.109 cellules/ml (soit une densité optique à 600 nm de 
0,6). 
Pour la transformation, 25 µl de cellules compétentes à 2.109 cellules/ml sont utilisés 
par transformation avec 100 ng d’ADN. Dans ce mélange cellules/ADN, 250 µl de solution de 
transformation (Tableau 12) sont ajoutés, avant de vortexer au moins 30 secondes 
vigoureusement l’ensemble, et de l’incuber deux fois 30 minutes, à 30°C puis à 42°C. 
Finalement, les cellules sont culottées par centrifugation à 7000 rpm pendant 15 secondes, 
pour être reprises dans 200 µl d’H2O stérile, avant d’être étalées à l’aide de billes de verre 
stériles sur milieu sélectif adéquat et incubées 3 à 4 jours à 30°C.    
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4.2.3.2.Test de croissance sur milieux sélectifs 
 
Après cotransformation des levures avec les différents vecteurs pGAD et pGBG, les 
levures sont dans un premier temps sélectionnées sur milieu SD-Trp-Leu (SD-TL, Tableau 8). 
Pour chaque cotransformant quatre colonies indépendantes sont étalées sur des milieux, SD-
Trp-Leu (milieu non sélectif pour l’interaction) ou SD-Trp-Leu-His (SD-TLH, Tableau 8), 
SD-Trp-Leu-His-Ade (SD-TLHA, Tableau 8) (milieux sélectifs pour l’interaction), ajoutés ou 
non avec du 1,2,4-amino triazole (3-AT) pour s’affranchir du bruit de fond. La croissance des 
levures est ensuite évaluée après plusieurs jours pour évaluer l’expression ou non des gènes 
rapporteurs HIS3 et ADE2.  
   
4.2.4. Méthodes relatives à la biologie cellulaire 
 
4.2.4.1. Transformation par agroinfiltration de N. bethamiana 
 
4.2.4.1.1. Préparation et transformation d’agrobactéries électrocompétentes 
 
Après 2 à 3 jours d’incubation à 28°C de la souche d’A. tumefaciens étalée sur un 
milieu de culture YEB (Tableau 7) additionné des antibiotiques adéquates, 10 mL de YEB 
liquide contenant les mêmes antibiotiques sont ensemencés avec cette souche puis incubé 2 
jours à 28°C sous agitation à 250 rpm. La densité optique à 550 nm de cette culture est ensuite 
mesurée, afin d’ensemencer 100 ml de milieu de culture YEB liquide (sans antibiotiques) à 
une densité optique de 0,1 pour être incubé à 28°C (environ 8 heures) sous agitation à 250 
rpm, jusqu’à atteindre une densité optique de 0,5. Les cellules sont culottées par 
centrifugation à 4500 rpm pendant 15 min à 4°C avant d’être resuspendues dans 25 ml d’H2O 
stérile. De la même façon les cellules sont reprises dans 25 ml d’une solution de glycérine 
10% froide une première fois puis dans 400 µl de cette solution avant de constituer des 
aliquotes de 50 µl et de les congeler à -80°C. 
La transformation est réalisée avec 50 µl de cellules et 1 µg d’ADN dans une cuve 
d’électroporation de 0,1 cm froide. Après électroporation (2,5 kV, 25 µF lower apparatus, 125 
µF upper appartus, 400 Ω), 1 ml de milieu YEB stérile est ajouté pour resuspendre les cellules 
avant de transférer la solution dans des tubes pour être incubées à 28 °C sous agitation 250 
rpm pendant 1 h 30. Les bactéries sont ensuite culottées, pour être reprise dans 100 µl de 
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milieu YEB avant d’être étalées sur milieu solide LB agar contenant les antibiotiques 
appropriés, puis incubées à 28°C jusqu’à apparition des colonies (2 à 3 jours).  
 
4.2.4.1.2. Infiltration des feuilles de N. benthamiana 
 
Les agrobactéries (GV3103 ou GV3101) portant les constructions d’intérêt sont 
ensemencées dans un milieu liquide YEB contenant les antibiotiques appropriés puis incubées 
à 28°C pendant une nuit. Les bactéries sont ensuite culottées par centrifugation à 4000 rpm 15 
min à température ambiante pour être reprises dans 2 ml d’un milieu de transformation (10 
mM MES pH 5,6, 10 mM MgCl2, 150 mM d’acétosyringone) et incubées au moins deux 
heures à température ambiante. L’épiderme inférieur de feuilles de tabac âgé de 4 semaines 
est ensuite infiltré avec 1 ml de suspension bactérienne à une densité optique à 600 nm de 0,5 
à l’aide d’une seringue. Pour les coinfiltrations un volume égal de suspension bactérienne est 
mélangé avant d’infiltrer les feuilles. Les plantes sont finalement placées en salle de culture.      
 
4.2.4.2. Observation de la fluorescence et mesure de FRET/FLIM 
 
La fluorescence émise par la CFP ou l’YFP est observée en microscopie confocale 
(TCS SP2-AOBS ; Leica) avec un objectif (HCX APO L)  à immersion eau (grossissement 
40x, ouverture numérique 0,8). La CFP et l’YFP sont excitées à 458 nm et 514 nm 
respectivement par un laser Argon, avant d’acquérir la fluorescence émise entre 465-505 nm 
pour la CFP et 525-600 nm pour l’YFP. L’enregistrement et le traitement des images sont 
traités avec le logiciel Leica LCS software (version 2.61).  
Pour les expériences de mesure de FRET, la durée de vie de la fluorescence du 
donneur (CML9-CFP) est mesurée sur la totalité de la surface des noyaux (n > 60) de cellules 
de N. benthamiana, en l’absence ou la présence de l’accepteur PRR2-YFP ou ARR10-YFP. 
L’efficacité de FRET (E) est estimée, en comparant la durée de vie du donneur en présence 
(ƬDA) ou en absence de l’accepteur (ƬD), selon la formule E = 1-(ƬDA)/(ƬD). Les mesures de 
FLIM sont effectuées grâce à un système multiphoton couplé à une caméra streak (Krishnan 
et al., 2003) selon les paramètres et le protocole de (Bernoux et al., 2008). La durée de vie est 
estimée en traitant les données selon une fonction bi-exponentielle en utilisant le modèle non 
linéaire d’après la méthode Levenberg-Marquart. Finalement, les données traitées sont 
analysées par une analyse statistique selon le test LSD (Least Significant Difference) de 
Fisher grâce au logiciel statgraphics (www.statgraphics.fr).   
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4.2.4.3. Essai de transactivation dans N. benthamiana 
 
Les souches d’agrobactéries GV3101 (vecteurs pMDC) et GV3103 (vecteurs 
pAMPAT) sont utilisées comme décrit précédemment (paragraphe 4.2.4.1.1) pour la 
transformation par agroinfiltration des feuilles de N. benthamiana. Quatre jours après 
inoculation 1 cm de disque foliaire est prélevé, pour être congelé dans l’azote liquide et broyé 
à l’aide de billes dans 250 µl de tampon d’extraction 1X CCLR (Promega) pendant 30 min à 
4°C. Après centrifugation de l’homogénat à 22,000 g pendant 5 min à 4°C, le surnageant est 
récupéré. A partir de 20 µl de cet extrait un test enzymatique luciférase est effectué selon les 
recommandations du fournisseur (Promega), à l’aide du luminomètre Berthold Tristar LB941. 
En parallèle un test enzymatique GUS est fait avec 20 µl du même extrait dilué au 1/5ème et 
1/25ème mélangé dans 100 µl d’une solution de 4-Methylumbelliferyl-β-D-glucoronide 1 mM 
(Sigma), MgCl2 2 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8, avant d’être incubé pendant 1 h à 37°C. La 
réaction enzymatique est ensuite stoppée avec 180 µl de tampon Na2CO3 avant de lire la 
fluorescence avec le module adapté sur l’appareil Berthold Tristar LB941.   
 
4.2.5. Méthodes relatives à l’analyse des acides nucléiques 
 
Le détail de la plupart des techniques présentées dans cette partie peut être trouvé dans 
la référence suivante (Sambrook et al., 1989). Les méthodes spécifiques ou ayant fait l’objet 
d’améliorations seront décrites dans cette partie. 
 
4.2.5.1. Extraction des acides nucléiques 
 
4.2.5.1.1. Extraction des ARNs totaux d’A. thaliana 
 
Après broyage des différents tissus d’A. thaliana (environ 100 mg) dans l’azote 
liquide, les ARN totaux sont extraits selon les recommandations du kit Nucleospin RNAII 
(Macherey-Nagel). La concentration en ARN est déterminée par mesure de l’absorbance des 
extraits à 260 nm et leur intégrité est contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose. Pour 
s’assurer de l’absence de trace d’ADN génomique dans les échantillons, 2 μl d’ARN (environ 
1 µg) sont utilisés pour une réaction PCR. 
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Tableau 13. Amorces utilisées pour l’étude d’expression du gène PRR2 par RT-PCR.
nom de l'amorce séquence de l'amorce 5' vers  3'
F1 (PRR2_3) GTTGAGCAACTCGGCGTTGATCAAG
R1 (PRR2_4inv) GCGGCAGCCACGGTTTGCTTATCG
F6 (ACT2 S) GGTAACATTGTGCTCAGTGG
R6 (ACT2 AS) CTCGGCCTTGGAGATCCACA
  Matériels et méthodes 
4.2.5.1.2. Extraction de l’ADN génomique d’A. thaliana 
 
Les feuilles d’A. thaliana (50 mg) sont broyées dans l’azote liquide. La poudre est 
transférée dans un microtube (Eppendorf) renfermant 400 µl de tampon d’extraction (CTAB 
2% (p/v), Tris-HCl 100 mM (pH 8), NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, 0,5% β-mercapto-ethanol). 
Le mélange est ensuite incubé 30 minutes à 65°C. Les opérations suivantes sont réalisées à 
température ambiante. Après addition de 300 μl de chloroforme, le mélange est agité 
vigoureusement toutes les 5 minutes pendant 15 minutes. Les tubes sont centrifugés 10 
minutes à 13000 rpm et la phase supérieure aqueuse est transférée dans un nouveau tube. 300 
μl d’isopropanol sont ajoutés et le mélange est immédiatement centrifugé pendant 20 
secondes à 13000 rpm. Le culot d’ADN est lavé dans 500 μl d’éthanol 70%. Après une heure 
d’incubation pour dissoudre les sels et 10 minutes de centrifugation à 13000 rpm, le culot est 
séché pendant 15 minutes et repris dans du TE (Tris-EDTA pH 8) contenant de la RNAse. La 
concentration en ADN est déterminée par mesure de l’absorbance des extraits à 260 nm. 
 
4.2.5.1.3. Extraction des plasmides 
 
La préparation d’ADN plasmidique est réalisée sur une culture bactérienne d’une nuit 
à 37°C sous agitation en utilisant les recommandations des kits Plasmid Mini kit (Qiagen). 
 
4.2.5.2. Retrotranscription des ARNs en ADNc 
 
1 μg d’ARN végétaux sont utilisés pour la rétrotranscription qui est réalisée par la 
superscript reverse transcriptase II (Invitrogen) selon les recommandations du fournisseur. 
Les ADNc obtenus sont aliquotés puis stockés à -20°C. 
 
4.2.5.3. PCR semi-quantitative 
 
Les PCRs semi-quantitatives sont réalisées sur les premiers brins d’ADNc, avec les 
amorces spécifiques des gènes PRR2 et ACTIN2 (Tableau 13), avec respectivement 35 cycles 
et 27 cycles d’amplification. Le nombre de cycle est déterminé de manière empirique pour se 
retrouver dans la phase logarithmique de l’amplification. Les produits PCR sont ensuite 
séparés par électrophorèse sur gel d’agarose avant d’être visualisés aux UV après coloration 
dans le BET (Bromure d’EThydium).   
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nom de l'amorce séquence de l'amorce 5' vers  3'
PRR2 For (Q_AT4g18020.1_FOR_#10) GAGCGATTCCACCTTTGTT
PRR2 Rev (Q_AT4g18020.1_REV_#10) CAACCCCATGCATTACCG
ACTIN8 For (Actin_for) ACCCGAGAGGAAGTACAGTG
ACTIN8 Rev (Actin_rev) ATACTCTGCCTTAGAGATCCACA
Tableau 14. Amorces utilisées pour l’étude d’expression du gène PRR2 par qRT-PCR.
  Matériels et méthodes 
4.2.5.4. PCR Quantitative  
 
La PCR quantitative (PCRq) en temps réel est réalisée grâce au kit « LightCycler 
FastStart DNA master SYBR Green I » (Roche) sur un appareil Light Cycler (Roche). Les 
différents ADNc sont dilués 20 fois et sont aussi utilisés pour réaliser une gamme étalon pour 
la quantification : 1 μl d’ADNc provenant des différents échantillons sont mélangés et des 
dilutions successives (1, 10, 100 et 1000) sont réalisées. Les amorces utilisées pour la PCRq 
sont données dans le tableau 14. Les résultats de PCRq sont analysés grâce à l’interface 
LightCycler Software version 1.5 (Roche). La quantification est faite par transformation 
arithmétique au maximum de la dérivée seconde de la courbe de fluorescence. La PCR est 
considérée acceptable lorsque la représentation crossing point = f(dilution) donne une pente 
comprise entre – 3,2 et – 3,7 pour les différentes dilutions de la gamme. En plus de 
l’amplification du gène d’intérêt, chaque échantillon est utilisé pour une réaction avec les 
amorces du gène normalisateur ACTIN8. Les facteurs d’induction sont calculés selon la 
méthode des ∆CP d’après (Pfaffl, 2001). 
 
4.2.5.5. Séquençage d’ADN 
 
L’ADN est séquencé suivant la méthode de terminaison en chaîne (Smith et al., 1986), 
sur un séquenceur ABI 3730, grâce au service commun de l’UMR 5546 et de la plateforme de 
génomique toulousaine (PlaGe). Le séquençage est réalisé à partir de 400 ng d’ADN 
plasmidique et 5 pmol d’amorces. 
 
4.2.5.6. Analyse bio-informatique des séquences 
 
Les recherches d’homologies avec les séquences entreposées dans les bases de 
données sont effectuées avec les programmes BLAST au « National Center for Biotechnology 
Information » (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). La présence de domaines fonctionnels et de 
signatures de localisation subcellulaire a été recherchée avec les bases de données UniProt 
(http://www.uniprot.org/), SUBA (http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/), WoLF PSORT 
(http://wolfpsort.org/) et du TAIR (http://www.arabidopsis.org/). Les alignements multiples 
de séquences sont réalisés avec le programme ClustalW2 de l’EMBL-EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) et formatés avec le programme BoxShade 
3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Finalement, les bases de données 
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nom de l'amorce séquence de l'amorce 5' vers  3'
F1 (PRR2_3) GTTGAGCAACTCGGCGTTGATCAAG
R1 (PRR2_4inv) GCGGCAGCCACGGTTTGCTTATCG
F2 (p1629) GATAGAGAGAGGGCGAGACAGA
R2 (PRR2_1'inv) GTCGCCGCCGGTTTGATTCTAC
F3 (PRR2_1) GCAGATCTGCAAGAAACACTCTCTC
R3 (o8409inv) ATATTGACCATCATACTCATTGC
F4 (GUS-BV-R) TGACGCACAGTTCATAGAGATA
R4 (Tag5) CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC
F5 (35s prom) ATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
R5 (o9228) CAGCAAGAACGGAATGCGCGTG
F6 (ACT2 S) GGTAACATTGTGCTCAGTGG
R6 (ACT2 AS) CTCGGCCTTGGAGATCCACA 
F7 (o8418) GCAATGAGTATGATGGTCAATATGG
F8 (SUL For) GGCTTCTATGATATCCTCTTCAGC
R8 (SUL Rev) GCACGTGCAGCGATGTTTCC 
F9 (NPTII S) GAGGCTATTCGGCTATGACTG
R9 (NPTII AS) ATCGGGAGCGGCGATACCGGTA
R10 (GUS-BV-S) ACTCGACGGCCTGTGGGCATT
Tableau 15. Amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire des 
lignées mutantes prr2.
-
 
175,3 g de NaCl
-
 
88,2g de Sodium citrate, 2H2O
-
 
ajuster le pH à
 
7 avec de la soude, puis compléter à
 
1 l avec H2
 
O avant d’autoclaver
-
 
10 g de BSA
-
 
10 g de Ficoll
 
(Type 400)
-
 
10 g de PVP (Polyvinylpyrrolidone)
Tableau 16. Composition tampon 20X SSC (1l)
Tableau 17. Composition tampon 20X Denhardt’s (1l)
  Matériels et méthodes 
ATHENA (O'Connor, Dyreson, and Wyrick 2005), AGRIS (Davuluri et al., 2003), PLACE 
(Higo et al., 1999), PlantCARE (Lescot et al., 2002), AthaMap (Steffens et al., 2005) et     
PlantPromoterDB (Yamamoto and Obokata 2008) ont été exploitées lors de l’analyse de la 
région promotrice du gène PRR2. 
 
4.2.5.7. Méthode de Southern-blot 
 
L’ADN génomique des différentes lignées a été extrait selon la procédure décrite 
précédemment et 1 μg sont incubés avec les enzymes EcoRI, BglII, HindIII pour les deux 
lignées mutantes (prr2-1 et prr2-2) pendant 4h à 37°C. Les ADNs sont alors séparés par 
électrophorèse sur gel d’agarose 0.9% préparé dans un tampon TBE 1X. La migration est 
réalisée pendant 14 heures à 18V. L’ADN est ensuite dénaturé en immergeant le gel pendant 
30 minutes dans une solution NaOH 0,4 M NaCl 1 M. L’ADN est finalement transféré par 
capillarité sur membrane de nylon (Hybond-N+, Amersham), en présence d’un tampon NaOH 
0,4 M. Les sondes ADNs radiomarquées, GUS, NPTII, pAC161N sont préparées avec les 
produits d’amplification PCR, obtenus respectivement à partir des matrices plasmidiques 
pMDC163, pGKB5, pGREEN-SUL et les couples d’amorces F4/R10, F9/R9 et F7/R5 
(Tableau 15). Les produits PCR sont marqués radioactivement en présence de [α-33P]ATP 
selon le protocole du kit utilisé (Prime-a-gene, Promega) puis purifiés sur colonnes de 
dessalage (MicroSpin G-25 Columns, GE Healthcare). La membrane est lavée pendant 10 
min sous agitation avec une solution bouillante de SSC 5X, SDS 0,1% avant d’être 
préhybridée avec le tampon de préhybridation SSC 6X, Denhardt’s 5X, 0,1 mg/ml d’ADN de 
sperme de saumon (préalablement dénaturé 5 min à 100°C) pendant 6 heures à 65°C 
(Composition tampon SSC et Denhardt’s, tableau 16 et 17 respectivement). La sonde 
radioactive (dénaturée 5 min à 100°C) est rajoutée au tampon de préhybridation et 
l’hybridation moléculaire s’effectue à 65°C sous agitation pendant 15 à 20h. A l’issue de 
l’hybridation, la membrane est rincée deux fois par du SSC 2X, SDS 0.1% à température 
ambiante et une fois par du SSC 1X, SDS 0.1% à 55°C. L’analyse des signaux d’hybridation 
est réalisée après une exposition sur écran phosphoscreen pour appareil phosphoimager. 
 
4.2.5.8. Transformation de bactéries thermocompétentes 
 
Des cellules thermocompétentes DH5α ou BL21 (Invitrogen) ont été transformées 
selon les recommandations du fournisseur en utilisant 50 µl de bactéries et 50 ng de plasmide. 
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A la suite de cette incubation, 50 et 200 μl de bactéries sont étalés sur un milieu LB agar 
contenant l’antibiotique approprié et incubées à 37°C pendant la nuit. 
 
 
4.2.6. Analyse phénotypique de la croissance des cotylédons des plantes en 
réponse à l’ABA 
 
Après stérilisation, les graines des différentes lignées sont semées sur un milieux 
solide MS 0,5X additionné ou non d’ABA (A 1049 (±)-Abscisic acid (Sigma-Aldrich)) aux 
concentrations souhaitées. Au moins quarante graines des différents génotypes sont semées 
dans la même boîte en triplicat. Les boîtes sont ensuite placées pendant 72h à 4°C pour 
enlever la dormance résiduelle, puis transférées en salle de culture à 20-22°C avec une 
photopériode de 16h. Pour tester la sensibilité à l’ABA, l’apparition et le verdissement sont 
suivis quotidiennement à l’aide d’une loupe binoculaire. Au moins trois expériences 
indépendantes ont été réalisées, afin de traiter les données par des analyses statistiques en 
utilisant le logiciel Statgraphics.      
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Gènes rapporteur : ADE2, HIS3
transcription
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BD
ADNc
Dans le système double hybride LexA utilisé pour le criblage d’une banque d’expression, CML9 est fusionnée
à la partie BD (Binding Domain) du facteur de transcription LexA et les partenaires (ADNc) avec la partie AD
(Activating Domain). Si il y a interaction entre CML9 et le produit d’expression de l’ADNc, le facteur LexA est
reconstitué et devient fonctionnel. La liaison au domaine cis LexA UAS, lui permet d’activer la transcription
des gènes rapporteurs codant pour des enzymes de biosynthèse de l’histidine (HIS3) et de l’adénine (ADE2).
Le 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazole ) est ajouté pour abolir le bruit de fond généré pas l’autoactivation du gène
rapporteur HIS3.
Annexe 1. Représentation schématique du système double hybride.
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L’analyse de la distribution des différents signaux d’intensité d’hybridation est effectuée grâce à
la boîte à moustache de Tukey à l’aide du logiciel SPSS 13.0.1 nous permettant de révéler les
clones positifs qui présentent des valeurs de signal d’intensité atypique.
Valeurs des clones positifs
Annexe 2. Représentation schématique de la distribution des différentes
intensités du signal d’hybridation des clones suite au criblage de la
banque.
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Viridiplantae
Embryophyte
Tracheophyte
Angiosperme
Grass
Eudicot
Rosid
Legume Malphigiales
Arabidopsis
Eurosid II
Eurosid I
L’arbre a été construit à l’aide du site de phylogénie, PHYTOZOME http://www.phytozome.net/. Les espèces
végétales entourées en rouge représentent celles pour lesquelles on retrouve un ou plusieurs homologues de
PRR2.
Annexe 3. Arbre phylogénétique indiquant la présence d’homologues de PRR2 dans 
différentes espèces du règne végétal.
NomarskiFluorescence Superposition
TGA3-YFP
ARR10-YFP
50µM
GLK2-YFP
55µM
65µM
Les images présentées ont été obtenues comme dans la figure 21.
Annexe 4. Localisation subcellulaire d’ARR10, TGA3 et GLK2 par expression
transitoire dans des cellules épidermiques de N. benthamiana.
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LB, bordure gauche ; RB, bordure droite ; sul, gène conférant la résistance des plantes à l’antibiotique
sulfadiazine ; bla, gène de la β-lactamase conférant la résistance des bactéries à l’antibiotique ampicilline ;
uidA (GUS), région codante de la β-glucuronidase de Escherichia coli ; nptII, gène codant la neomycine
phosphotransferase II conférant la résistance des plantes à l’antibiotique kanamycine ; pat, région codante
du gène de Streptomyces hygroscopus conférant la résistance au basta ; NosT, région 3’ (terminateur) du
gène de la nopaline synthase ; OcsT, région 3’ (terminateur) du gène de l’octopine synthase ; G7T, région
3’ (terminateur) du gène 7 de l’ADN-T pTi15955 ; pNos, région promotrice du gène de la nopaline synthase
; p35S, région promotrice du transcrit 35S du virus de la mosaique du choux fleur ; p1’-p2’, région
promotrice bidirectionnelle du gène de la mannopine synthase.
LB RB
1’-2’ p sul bla p 35S
pAC161 (Gabi-Kat)  5799 pb (prr2-1)
LB RB
nptIIpat p 35S
pGKB5 (FLAGdb)  6413 pb (prr2-2)
p Nos uidA
R8F8R5F7
R9F9 R10F4
Sonde pAC161N Sonde SUL
Sonde NPTII Sonde GUS
Annexe 5. Représentation schématique, des vecteurs ADN-T pAC161 (Rosso et 
al., 2003) et pGKB5 (Bouchez et al., 1993) des mutants d’insertion respectivement 
de la collection GABI-Kat et FLAGdb.
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6. ANNEXES 
 
Les mutants d’insertion ADN-T dans le gène PRR2 ont été recherchés dans les bases de 
données recensant les différentes collections de mutant d’A. thaliana, dont SIGnAL, du Salk 
Institute de San Diego (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Cette recherche a permis 
d’identifier plusieurs mutants d’insertion de PRR2, dont les ADN-T se situent dans les 
introns. Plusieurs mutants potentiels du gène PRR2 ont pu ainsi être récupérés, grâce au centre 
de ressource du NASC (the Nottingham Arabidopsis Stock Centre), dont un mutant de la 
collection de l’INRA de Versailles et un autre de la collection GABI-Kat (http://www.gabi-
kat.de). Ces deux mutants sont dans différents fonds génétiques, à savoir l’écotype Ws4 
(Wassilevskyja) pour le mutant de l’INRA et Col0 pour celui de la collection GABI-Kat. Ils 
correspondent au code NASC 223H10 pour l’écotype Ws4 et 570H02 pour l’écotype Col0. 
Dans la suite du travail on les nommera respectivement prr2-2 et prr2-1. Une caractérisation 
moléculaire de ces mutants a été entreprise afin d’obtenir les lignées homozygotes et 
d’évaluer la perturbation éventuelle de l’expression de PRR2. 
Le séquençage des FST (Flanking Sequence Tag), séquences flanquantes de l’ADN-T, 
suggère une insertion de l’ADN-T dans le premier intron, en amont de l’ATG et en aval du 
site d’initiation de la transcription pour les deux mutants. Ainsi, on localise les insertions de 
l’ADN-T à 425 pb pour prr2-1 et 629 pb pour prr2-2 en aval du site d’initiation de la 
transcription. Les ADN-T possèdent les gènes NPTII et SUL qui confèrent la résistance des 
plantes respectivement à la Kanamycine et à la Sulfadiazine (Annexe 5). La résistance de ces 
mutants à ces composés a permis d’effectuer les tests de ségrégation conduisant à l’isolation 
des mutants homozygotes. Pour ce faire, les graines de la génération T3 des mutants ont été 
semées sur milieux sélectifs, contenant la Kanamycine ou la Sulfadiazine. Le dénombrement 
des graines germées a permis d’établir une ségrégation ¾ résistantes ¼ sensibles, suggérant 
l’insertion d’un seul ADN-T dans ces deux mutants. Des lignées 100% résistantes en 
génération T4, correspondant aux lignées homozygotes ont été sélectionnées. 
 
6.1. Caractérisations moléculaires des lignées mutantes prr2 
 
La caractérisation moléculaire de ces mutants a été faite par PCR et Southern-blot, sur 
l’ADN génomique de lignée mutante de génération T5, dont le test de ségrégation démontrait 
que ces individus étaient homozygotes. Ces tests ont permis de vérifier la position et le 
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PRR2 gene (At4g18020.1)
E1 E4E2 E3 E5 E6 E7 E9 E11E10E8
ATG TGA
L
B
R
BADN-T
prr2-2 (Ws4)
F1 R1
prr2-1 (Col0)
L
B
R
BADN-T L
B
L
BADN-T ADN-T
F2
R2
R3
R4
629
425
51
669
909
1392
1541
1638
1684
1766
1843
1929
2399
2483
2623
2708
2962
3171
3236
3346
3420
3530
4153
1
(A) Schéma des deux lignées mutantes d’insertions d’ADN-T. Les introns et les exons du gène PRR2 chez A.
thaliana, sont représentées respectivement par des lignes et des boîtes. Les positions des amorces utilisées pour
les amplifications PCR sont représentées par des flèches. Vérification par PCR de la présence et de la position
des insertions d’ADN-T dans le gène PRR2 dans les différentes lignées mutantes prr2-1 (Col0) (B) et prr2-2
(Ws4) (C).
F3
(A)
F4
R5F5 R5
(B) (C)
2000 pb
1500 pb
1000 pb
500  pb
750  pb
250  pb
F2/R2
Col0 prr2-1 Col0 prr2-1
F3/R3
Col0 prr2-1
R5/R2
Col0 prr2-1
F5/R5
2000 pb
1500 pb
1000 pb
500  pb
750  pb
250  pb
Ws4 prr2-2
F2/R2 F3/R4
Ws4 prr2-2 Ws4 prr2-2
F4/R2
Annexe 6. Caractérisation moléculaire par PCR des lignées mutantes homozygotes
prr2-1 (Col0) et prr2-2 (Ws4).
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nombre d’insertion de l’ADN-T. Les séquences des amorces utilisées pour cette 
caractérisation moléculaire sont présentées dans le tableau 15, page 89. 
 
6.1.1. Caractérisation moléculaire par PCR du mutant prr2-1 (570H02) de la 
collection GABI-Kat 
 
D’après la FST, l’insertion se situe à 629 pb en aval du site d’initiation de la 
transcription dans le 1er intron du gène PRR2 (Annexe 6A). Des amorces (F2/R2) situées de 
part et d’autre de cette position ont permis de vérifier l’absence d’amplification de la version 
sauvage du gène dans notre lignée mutante, confirmant l’état d’homozygotie, et la présence de 
l’ADN-T dans les deux allèles du gène PRR2. En effet, un produit d’amplification à la taille 
attendue (735 pb) est observé chez une lignée sauvage, alors qu’aucune bande n’est retrouvée 
à cette même taille sur la lignée mutante (Annexe 6B). On notera qu’une amplification non 
spécifique est retrouvée à environ 1000 pb à la fois pour le sauvage et pour le mutant. Pour 
préciser la position et l’orientation de l’ADN-T, une PCR a été effectuée avec une amorce 
hybridant côté LB (Left Border) à l’extrémité 5’ de l’ADN-T (R3), et une amorce en amont, 
positionnée sur le 1er exon du gène (F3). Avec ce couple d’amorce, un produit d’amplification 
a été obtenu à la taille attendue (685 pb) pour notre lignée mutante, rien pour la lignée 
sauvage. Après séquençage du produit d’amplification, l’analyse de la séquence a confirmé la 
position prédite de l’insertion dans le gène PRR2. Une autre PCR ADN-T/gène, à l’extrémité 
3’ de l’ADN-T côté RB (Right Border), n’a rien donné, suggérant la présence d’un autre 
ADN-T positionné en tandem. Ceci a été confirmé par une PCR, avec des amorces situées aux 
deux extrémités LB et RB des ADN-T (F5/R5), ce qui a donné un produit d’amplification à la 
taille attendue (948 pb), démontrant ainsi que les ADN-T sont en position répétée. Cependant, 
une dernière PCR avec les amorces (R5/R2) à l’extrémité 3’ du tandem (Annexe 6B) et le 
séquençage du produit d’amplification suggèrent la présence d’une bordure LB, et donc au 
moins trois ADN-T dans le 1er intron de PRR2 (Annexe 6A).   
 
6.1.2. Caractérisation moléculaire par PCR du mutant prr2-2 (223 H 10) de la 
collection de l’INRA de Versailles 
 
Les données de séquence, fournies sur la FST de ce mutant, situent l’insertion dans le 1er 
intron de PRR2, à la position 425 pb en aval du site d’initiation de la transcription (Annexe 
6A). La PCR faite avec des amorces encadrant l’ADN-T (F2/R2), confirme la présence de 
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(A) Carte de restriction de l’ADN génomique au niveau du site d’insertion des ADN-T dans le gène PRR2. Les
sondes utilisées et leurs positions pour le Southern-blot sont indiquées sur la carte. (B) L’ADN génomique des
mutants a été digéré par les différents enzymes de restrictions indiqués, à savoir EcoRI, BglII et HindIII. Après
migration par électrophorèse et transfert sur membrane, l’ADN est hybridé avec les différentes sondes
marquées au 32P, l’autoradiogramme obtenu est illustré. Les flèches indiquent les fragments de restriction
générés par l’insertion d’un ADN-T.
prr2-2 (Ws4)
3 kb
3,5 kb
4 kb
5 kb
6 kb
8 kb
3 kb
3,5 kb
4 kb
5 kb
6 kb
8 kb
Sonde GUSSonde NPTII
6 kb
5 kb
8 kb
10 kb
4 kb
3,5 kb
3 kb
2,5 kb
2 kb
Sonde pAC161N
prr2-1 (Col0)
pAC161 N
NPTII GUS
1 kb
ADN-T (pAC161) 
ADN-T (pGKB5)
prr2-2
prr2-1
(A)
(B)
Annexe 7. Vérification de la position et du nombre d’insertion dans les lignées
mutantes prr2-1 (Col0) et prr2-2 (Ws4) par Southern blot sur ADN génomique.
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de l’ADN-T dans les deux allèles de PRR2, puisque aucun produit d’amplification n’est 
obtenu chez la lignée mutante, contrairement à la lignée sauvage (Annexe 6C,). Les PCR 
faites au niveau des extrémités 5’ (coté LB) et 3’ (coté RB) de l’ADN-T, couple d’amorces 
(F3/R4) et (F4/R2), recouvrant les jonctions ADN-T/gène, ont permis d’obtenir des 
amplifications à la taille attendue de 651 pb (F3/R4) et à une taille d’environ 1500 pb pour le 
couple (F4/R2). Le séquençage de ces produits d’amplification confirme le positionnement de 
l’insertion de l’ADN-T à la position 425 pb dans le 1er intron. Il met en lumière un 
remaniement à l’extrémité 3’ de l’ADN-T, qui consiste en une duplication d’une séquence de 
296 pb, comprenant le 1er exon du gène PRR2, juxtaposé à la bordure RB. Ce remaniement et 
l’analyse de la séquence correspondante sont cohérents avec la taille d’environ 1500 pb 
obtenue avec le couple F4/R2. 
 
6.1.3. Estimation du nombre d’ADN-T dans les lignées mutantes prr2-1 et prr2-2 
 
Une carte de restriction de l’ADN génomique, au niveau du site d’insertion des ADN-
T, dans le gène PRR2, a été générée pour les lignées mutantes (Annexe 7A), en prenant 
compte des informations de séquence du génome de l’accession Col0. Après digestion des 
ADNg, des lignées mutantes prr2-1 et prr2-2, l’hybridation des différentes sondes nucléiques 
radiomarquées, révèlent les fragments de restriction intégrant l’ADN-T.  
Pour le mutant prr2-1, le profil de restriction théorique, basé sur une seule insertion de 
l’ADN – T, prédit un fragment de 6859 pb libéré par la digestion EcoRI, de 2593 pb par BglII 
et de 5273 par HindIII. Le profil obtenu contient ces fragments attendus. Il révèle aussi 
d’autres fragments, suggérant de multiples insertions de l’ADN-T (Annexe 7B). Un fragment 
de 5800 pb, correspondant à la taille de l’ADN-T (pAC161), est obtenu pour les trois 
enzymes utilisés, ne possédant qu’un site de restriction sur cet ADN-T. Ce profil s’explique 
par la présence d’ADN-T disposés en tandem répété. Ceci est en accord avec les résultats 
précédents de PCR, qui faisaient l’état d’au moins trois insertions en tandem. Le reste des 
fragments de restriction visualisés, nous laisse à penser qu’un autre ADN-T est inséré dans le 
génome. Cependant, il ne nous est pas possible pour l’heure d’affirmer qu’il se trouve au 
même locus que le gène PRR2. 
 
Concernant la lignée prr2-2, le profil de restriction théorique prédit un fragment de 
8388 pb avec EcoRI, 6000 pb avec BglII, 6723 pb avec HindIII, visualisable après 
l’hybridation de la sonde radiomarquée NPTII. Pour la sonde GUS, le même résultat est 
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attendu, sauf pour le fragment libéré par la digestion EcoRI, qui présente dans ce profil une 
taille de 4900 pb. La similarité des profils de restrictions expérimentaux avec les profils 
théoriques (Annexe 7B) confirme la présence d’un ADN-T à un seul locus dans la lignée 
prr2-2, conformément aux résultats de ségrégations obtenues. 
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Les calmodulines sont représentées selon leurs représentations étendues et leurs charges
globales de surface sont indiquées. Les zones des charges électronégatives et
électropositives sont colorées en rouge et bleu respectivement. Les zones neutres sont en
blanc.
Annexe 8. Répartition des potentiels électrostatiques sur la surface des
modèles structuraux de la CaM et de différentes CMLs d’A. thaliana.
Col0 cml9-1 prr2-1 Ws4 cml9-2 prr2-2
A
B
Ws4 cml9-2 prr2-2
(A) Symptômes de maladie sur des feuilles de plantes mutantes cml9, prr2 et sauvages correspondantes, en
réponse à la souche bactérienne DC3000. Des feuilles de plantes de 4 semaines de culture ont été inoculées
par infiltration avec une souche de P.syringae pathovar tomato DC3000 (106 CFU/ml). Les symptômes de la
maladie sont observés 3 jours après l’infection. Comme le montre les clichés, des symptômes de maladie
(chlorose) plus importants sont obtenus sur les plantes mutantes cml9 et prr2 par rapport aux plantes
sauvages. (B) Observation de la luminescence dans des feuilles du sauvage Ws4 et mutants correspondants
prr2-2 et cml9-2 en réponse à l’inoculation de la bactérie DC3000 luminescente. Des feuilles de plantes de 4
semaines ont été inoculées avec une souche de P.syringae pathovar tomato DC3000 portant l’opéron
luxCDABE (107 CFU/ml). La luminescence est observée 2 jours après l’infection. Comme illustré les plantes
cml9-2 et prr2-2 présentent une plus forte intensité lumineuse par rapport aux sauvages deux jours après
l’infection avec la bactérie luminescente. D’après Leba et al., et Cheval et al., données non publiées.
Annexe 9. Effet de l’inoculation de la souche bactérienne Pseudomonas syringae
DC3000 (virulente) sur les feuilles de plantes sauvages et mutantes prr2 ou cml9.
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a b s t r a c t
Calmodulin (CaM) plays a crucial role in the regulation of diverse cellular processes by modulating the
activities of numerous target proteins. Plants possess an extended CaM family including numerous
CaM-like proteins (CMLs), most of which appear to be unique to plants. We previously demonstrated a
role for CML9 in abiotic stress tolerance and seed germination in Arabidopsis thaliana. We report here
the isolation of PRR2, a pseudo-response regulator as a CML9 interacting protein by screening an expres-
sion library prepared from Arabidopsis seedlings with CML9 as bait in a yeast two-hybrid system. PRR2 is
similar to the response regulators of the two-component system, but lacks the invariant residue required
for phosphorylation by which response regulators switch their output response, suggesting the existence
of alternative regulatory mechanisms. PRR2 was found to bind CML9 and closely related CMLs but not a
canonical CaM. Mapping analyses indicate that an almost complete form of PRR2 is required for interac-
tion with CML9, suggesting a recognition mode different from the classical CaM-target peptide complex.
PRR2 contains several features that are typical of transcription factors, including a GARP DNA recognition
domain, a Pro-rich region and a Golden C-terminal box. PRR2 and CML9 as fusion proteins with fluores-
cent tags co-localized in the nucleus of plant cells, and their interaction in the nuclear compartment was
validated in planta by using a fluorophore-tagged protein interaction assay. These findings suggest that
binding of PRR2 to CML9 may be an important mechanism to modulate the physiological role of this tran-
scription factor in plants.
 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Plants use calcium (Ca2+) as a secondary messenger in defining
cellular responses to a wide range of developmental signals and
environmental stress factors [1]. Ca2+ pulses that occur in response
to many stimuli modulate diverse cellular functions via Ca2+ bind-
ing proteins [2]. Plants have evolved a large set of Ca2+ sensors with
distinct output functions to transduce Ca2+ signals into various bio-
logical responses [3]. Calmodulin (CaM), a highly conserved Ca2+
sensor in eukaryotes, plays an essential role in many aspects of
plant growth and development including environmental stress re-
sponses by modulating the activities of diverse enzymes and pro-
teins [4]. An intriguing aspect of CaM-mediated signalling in
plants is the presence of numerous CaM-like proteins (CMLs)
whose functions have just begun to be elucidated [5,6]. Reverse ge-
netic or ectopic expression analyses have provided direct evidence
for a role of CMLs in abiotic stress responses, pathogen defence and
some aspects of plant development such as induction of flowering,
seed germination and seedling growth [7]. To better understand
Ca2+ mediated signalling pathways in plants, it is essential to iso-
late and identify CML interacting proteins. To date, searches for
CML targets have resulted in isolation of a limited number of
CML binding proteins [8]. Interestingly, some CML targets were
found to be specific to one or closely related CMLs, indicating that
members of the CML family in plants can exert specialized
functions.
We previously examined the role of CML9 in Arabidopsis, and
showed its implication in plant tolerance to abiotic stress and
the regulation of seed germination by abscisic acid [9]. In this
study, we isolated PRR2, a pseudo-response regulator as a CML9
interacting protein by using a yeast two-hybrid screening proce-
dure. PRR2 resembles the authentic response regulators of the
two-component system, a regulatory mechanism involved in plant
hormone signal transduction [10]. The two-component system
typically consists of a sensor His kinase that senses a signal input
and a response regulator that mediates the output [11]. In response
to a ligand, the sensor kinase autophosphorylates its own specific
His residue and then transfers the phosphoryl group to the
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response regulator. The response regulators are composed of two
functional domains, an N-terminal receiver domain with a con-
served Asp residue which serves to accept the phosphoryl group,
and a C-terminal output region which confers the ability to bind
DNA and to activate the transcription of target genes [12]. Despite
their high structural resemblance to response regulators, PRRs are
missing essential residues required for the phospho-accepting
activity, suggesting that they use a different signal-responding
mechanism; but so far, no alternative mechanisms have been pro-
posed. We showed here that PRR2 is a target of CML9, a calmodu-
lin-like protein, and we validated the protein interaction in plant
cells. The physical interaction of PRR2 to CML9 may be an impor-
tant key in determining the role of PRR2 in plants.
2. Materials and methods
2.1. Yeast two-hybrid screening and assay
Screening of a random-primed cDNAexpression library prepared
from 3-week-old Arabidopsis seedlings was done by Hybrigenics
(http://www.hybrigenics-services.com) using a LexA-based two-
hybrid system and CML9 as bait. Briefly, 106 million clones were
screened using a mating approach, and positive interactions were
selected on a medium lacking Leu, Trp and His, and supplemented
with 100 mM 3-aminotriazole (3-AT) to prevent bait auto-activa-
tion. The prey fragments of the positive clones were sequenced at
their 50 and30 junctions, and the resulting sequences used to identify
the corresponding proteins in the GenBank database. Further analy-
sis of observed interactions was performed by using Gal4 two-hy-
brid assays. Full-length ORFs for Arabidopsis CaM1, CMLs and
interacting proteins were amplified by PCR using gene-specific
primers containing Gateway-compatible extensions, introduced
into entry vectors by the Gateway cloning technology (Invitrogen),
and verified by sequencing before recombination into bait and prey
vectorsderived frompGADT7andpGBKT7plasmids (Clontech). Yeast
cells (AH109strain) carryingbothplasmidswere selectedonTrpand
Leu drop-out medium (-TL) and then on Trp/Leu/His/Ade drop-out
medium (-TLHA) in the presence of 3-AT to determine the expres-
sion of HIS3 and ADE2 reporter genes. Detection of the fusion pro-
teins in yeast cell extracts were performed by Western blot
analysis using c-Myc or hemagglutinin epitope tag antibodies.
2.2. Expression of recombinant proteins in Escherichia coli and in vitro
CML9-binding assay
Constructs for bacterial production of glutathione-S-transferase
(GST) fusion proteins were obtained by cloning PCR-amplified DNA
fragments in pGEX vectors and introduced into E.coli BL21 strain.
Production of recombinant proteins, purification of fusion proteins,
and labelling of GST-CML9 using commercially available protein
kinase and [c-33P] ATP were performed according to the manufac-
turer’s instructions. In vitro binding assay of proteins with radiola-
belled CML9 was done as previously described [13].
2.3. Subcellular localization of fluorescent fusion proteins and protein
interaction assay in planta
Fusion proteins tagged with the cyan fluorescent protein (CFP)
or the yellow fluorescent protein (YFP) were constructed by recom-
bination of the corresponding entry clones with the pAM-PAT-
P35S-GW-CFP and the pAM-PAT-P35S-GW-YFP plasmids respec-
tively. For transient expression, the leaves of 4-week-old Nicotiana
benthamiana plants were infiltrated with Agrobacterium tumefac-
iens cells carrying either CFP or YFP fusion constructs. For protein
interaction assay, equal volumes of A. tumefaciens were mixed
prior to infiltration. Infiltrated plants were maintained for 48 h in
a growth chamber before analysis with a confocal laser scanning
microscope (TCS SP2-AOBS, Leica). CFP and YFP excitation was per-
formed with an argon laser at 458 and 514 nm respectively. Emis-
sion was detected in the 465 – 505 nm range for CFP and 525 to
600 nm range for YFP. Fluorescence lifetime imaging microscopy
(FLIM) measurements were performed using a multiphoton FLIM
system [14]. FRET efficiency (E) was calculated by comparing the
lifetime of the donor in the presence sDA or absence sD of the accep-
tor: E ¼ 1 ðsDAÞ=ðsDÞ. The lifetimes were estimated by fitting the
data with a bi-exponential function using the Levenberg–Marquart
non-linear least-squares estimation procedure with Hamamatsu
software.
2.4. Accession numbers
Arabidopsis genome initiative locus identifiers for the genes
described in this article are as follows: CaM1 (At5g37780); CML8
(At4g14640); CML9 (At3g51920); CML10 (At2g41090); CML11
(At3g22930); PRR2 (At4g18020); GLK1 (At2g20570); ARR1
(At3g16857); ARR10 (At4g31920).
3. Results and discussion
3.1. Isolation of a pseudo-response regulator as a CML9 binding
protein
The search for CML9 interacting proteins was performed by
two-hybrid screening of an Arabidopsis cDNA expression library
using CML9 as bait and led us to isolate a clone coding for the pseu-
do-response regulator PRR2. The PRR2 gene is predicted to encode
a polypeptide of 535 residues containing an N-terminal receiver-
like domain where the phospho-accepting Asp residue is replaced
by a Glu, and a C-terminal extension harbouring a GARP DNA rec-
ognition domain, a proline-rich region and a GOLDEN2 C-terminal
(GCT) box (Fig. 1A). Based on these structural features, PRR2 is re-
lated to the type-B response regulators such as ARR1, 10 and 11,
and to the golden-like proteins (GLKs), a subgroup of plant-specific
transcription factors [15,16]; but it substantially differs from other
PRRs, most of which containing the C-motif identified in the CON-
STANS transcription factors [17]. To confirm that PRR2 is a CML9
binding protein, the full-length cDNA was cloned in the pGADT7
vector to produce the Gal4 activating domain-PRR2 fusion protein
(AD–PRR2), and subsequently transformed in AH109 yeast strain
with the pGBGT7 vector carrying the CML9 coding sequence fused
to the Gal4 binding domain (BD–CML9). When combined with the
empty pGADT7 vector, the BD–CML9 construct was found to auton-
omously activate the transcription of the HIS3 reporter gene;
therefore, the interaction was tested at a high stringency by adding
3-AT, a competitive inhibitor of the HIS3 gene product to growth
media. Increasing stringency reduced the level of auto-activation
and confirmed the interaction of PRR2 with CML9 (Fig. 1B). We also
examined if PRR2-related proteins interact with CML9. Arabidopsis
ARR10 and GLK1 cDNAs were cloned in the prey vector and intro-
duced into yeast cells together with the BD–CML9 plasmid. The
transformants were not able to grow on a selective medium, de-
spite the fact that all proteins were detected in yeast cell extracts
by Western blot analysis (Supplementary Fig. S1). Therefore,
PRR2 but not the related proteins tested here behaves as a CML9
partner in a yeast two-hybrid system.
3.2. Specificity of the interaction between PRR2 and CML9
According to McCormack and Braam [6], CML9 belongs to a sub-
group of Arabidopsis CaM/CML family which includes CML8, 10, 11
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and 12. All these CMLs are small proteins predicted to contain 4 EF-
hand Ca2+ binding motifs, except CML12, a 324 amino acid poly-
peptide with six predicted EF-hands. CMLs 8, 10 and 11 share
40–47% identity with CML9. CML8 and 11 are closely related to
typical CaM (72% and 73% identity with CaM1) while CML9 is only
51% identical to CaM1 (Fig. 2A). To examine the specificity of the
interaction between CML9 and PRR2, we tested the ability of
PRR2 to bind other CMLs and typical CaM in yeast cells. The growth
of yeast cells on selective medium indicates that PRR2 can interact
with CML8 (Fig. 2B). PRR2 may also bind CML11; however, CML11
as a bait construct auto-activates the transcription of the HIS3 re-
porter gene to such an extent that it does not allow a clear selec-
tion of protein interaction. Therefore, we carried out vector-
swapping experiments, but the yeast cells expressing BD–PRR2
and any of the AD–CML fusion proteins were not able to grow on
selective medium (data not shown). Interestingly, neither CML10
nor CaM1, a typical CaM were found to bind PRR2 in yeast cells,
whatever the vectors used to express the proteins (Fig. 2B). Taken
together, these data reveal a differential interaction of PRR2 with
CMLs and a typical CaM, and we extend here the repertoire of un-
ique targets for CML9 and related CMLs.
3.3. Mapping analysis of CML9 binding site
In most CaM targets, the CaM binding site consists of a short ba-
sic amphiphilic helix with hydrophobic residues on one side and
basic residues on the other, and complementary surfaces on CaM
allow the Ca2+ sensor to wrap both sides of the helix [18]. Through
sequence homology analyses, the binding sites have been divided
into motifs based on the distance between key hydrophobic resi-
dues [19], and the binding affinity of CaM has been reported to
vary with each particular motif and the Ca2+ concentration. To
determine the domain of PRR2 necessary for the interaction with
CML9, we created a series of deletion constructs into the prey vec-
tor. The expression of truncated proteins in yeast cells was checked
by Western blot analysis (Supplementary Fig. S1), and their inter-
action with CML9 was analysed by a two-hybrid assay (Fig. 3A).
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CML9       51      47
CML10     65      47       40
CML11     73      85       43       43
CaM1 CML8 CML9 CML10
Fig. 2. Specificity of the interaction between PRR2 and CMLs. (A) Amino acid
sequence identities among Arabidopsis CMLs and CaM1. Sequence identity
(expressed as %) between each pair of proteins is indicated. (B) Interaction of
PRR2 with CML8, 9, 10, 11 and CaM1 in a yeast two-hybrid system. Yeast strain
AH109 co-transformed with PRR2 and CaM/CML constructs were grown at 28 C for
several days under selective (-THL or -TLHA + 3-AT) or non-selective (-TL) condi-
tions. Assays with CML8, 9 and 11 were performed in the presence of 40, 100 and
150 mM 3-AT respectively. Serial dilutions of transformed cells are shown by
narrowing triangles.
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Fig. 3. Properties of the interaction between PRR2 and CML9. (A) Mapping analysis
of the interaction between PRR2 and CML9. N- and C-truncated forms of PRR2 were
assayed for interaction with CML9 in the yeast two-hybrid system as described
above. (B) In vitro binding assay of PRR2 with 33P-labelled CML9. Purified fractions
of bacterially expressed GST-PRR2 and GST protein (10, 1 or 0.1 lg) were blotted
onto a nitrocellulose membrane and probed with radiolabelled 33P-CML9 in the
presence of 5 mM Ca2+ or 5 mM EGTA.
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Fig. 1. Interaction of PRR2 with CML9 in a yeast two-hybrid system. (A) Schematic
representation of the structural organization of PRR2, ARR10 and GLK1. The receiver
domain (grey box), the GARP DNA binding domain (black box), the proline-rich
region (dotted box) and the GCT motif (hatched box) are indicated. The phospho-
accepting aspartate D in ARR10 is replaced by a glutamate E in PRR2. (B) Interaction
of PRR2 with CML9. Yeast strain AH109 co-transformed with the test constructs
was grown at 28 C for several days under selective (-TLHA + 100 mM 3-AT) or non-
selective (-TL) conditions. Serial dilutions of transformed cells are shown by
narrowing triangles.
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Although the deletion of the C-terminal GCT box (AD-PRR2 D478–
535) did not affect the interaction of PRR2 with CML9, any further
truncation abolished the ability to bind CML9, suggesting a role for
the C-terminal region of PRR2 in the interaction with CML9. This is
consistent with the fact that an N-terminus truncated form of
PRR2, partially missing the receiver-like domain, was isolated by
the initial two-hybrid screen performed with CML9. However, a
version of the protein extending from the GARP domain to the C-
terminus (AD–PRR2 D1–296) was unable to bind CML9 (Fig. 3A).
This suggests that almost all sequence information in PRR2 is re-
quired for binding CML9. Similar results were observed when the
truncated forms of PRR2 were assayed for interaction with CML8
(data not shown). We also examined the Ca2+ dependence of the
protein interaction by in vitro binding assays using the full length
PRR2 protein as a GST fusion and radiolabelled CML9. As shown
in Fig. 3B, CML9 interact with PRR2 in the presence of Ca2+ and
EGTA, a Ca2+ chelator. High levels of proteins were required to re-
veal the protein interaction, suggesting a low binding affinity un-
der in vitro conditions. All together, these data suggest that the
mode of interaction between PRR2 and CML9 readily differs from
the classical binding mode described in CaM-target complexes. Be-
cause most deletions from either the N- or C-terminal end of PRR2
abolished the ability to associate with CML9, it seems that a proper
protein folding of PRR2 is required. PRR2 also appears to bind and
retain CML9 in a Ca2+ free form; but this does not exclude a role of
Ca2+ in the modulation of PRR2 function. Overall, this probably re-
flects individual evolutionary routes for each target protein to ac-
quire regulation by the CaM/CML family.
3.4. Structural organization of PRR2
The PRR2 protein sequence contains features characteristic of
transcription factors. These features include a GARP DNA recogni-
tion domain, a Pro-rich region potentially acting as a transactiva-
tion domain, and a GCT box which mediates protein–protein
interaction. The PRR2 downstream target genes and target nucleo-
tide binding sites are currently unknown. However, the conserva-
tion of the GARP domain in PRR2 and the type-B response
regulators ARR1, 10 and 11 led us to test the ability of the PRR2
to bind synthetic oligonucleotides probes specifically recognized
by the GARP domain of those ARRs [20–22]. The GARP domain of
PRR2 was expressed as a GST fusion protein in E. coli, and a similar
construct was generated with ARR1 in order to serve as a positive
control. As expected, the GARP region of ARR1 protein binds the
34 bp oligonucleotides containing the core sequence AGATT or its
variants; in contrast, no DNA binding activity was observed with
the GARP domain of PRR2 (Supplementary Fig. S2). The use of
the full length PRR2 protein in these assays did not reveal any
DNA binding activity even in the presence of Ca2+/CML9. A possible
explanation is that the 5 bp core sequence is not strong enough to
reveal the DNA binding activity of all GARP proteins. The presence
of a GCT box at the C-terminus of PRR2 also suggests that PRR2
may form homo- or hetero-polymers and bind DNA as a protein
complex. To demonstrate the function of PRR2 as a transcriptional
regulator and to determine of the effect of CML9 on PRR2 function,
it will be necessary to identify PRR2 target genes.
3.5. Subcellular localization of PRR2 and CML9, and protein interaction
in plant cells
As PRR2 and CML9 interact in vitro and in the yeast two-hybrid
system, we examined the interaction in plant cells by using a fluo-
rophore-tagged protein interaction assay based on fluorescence
lifetime imaging microscopy [23]. The proteins were tagged with
either CFP or YFP, and their subcellular localization were examined
in N. benthamiana leaves. PRR2 is predicted to be a nuclear protein
because the GARP domain is known to bear a nuclear localization
sequence [20]. Confocal microscopy confirmed that PRR2–YFP is
mainly localized in the nucleus (Fig. 4). Deletion of the N-terminal
region (D1–295) encompassing the receiver domain did not affect
the nuclear location, whereas removing the C-terminal extension
(D297–535) resulted in the exclusion of the fusion protein from
the nucleus and location in the cytoplasm. Addition of the GARP
domain to the N-terminal region (D359–535) partially restores
the nuclear location of the fusion protein, demonstrating that the
GARP domain is involved in the nuclear targeting of the intact pro-
tein. CML9 does not contain any particular location signature, and
is predicted to be cytosolic or possibly nuclear. CML9 was tagged
on its C-terminus with CFP and the CML9–CFP fusion protein was
found to localize in the cytosol and the nucleus of N. benthamiana
cells (Fig. 4). The co-location of CML9 and PRR2 in the nucleus led
us to examine if the two proteins can physically associate to each
other in plant cells. Wemeasured the average CFP lifetime in nuclei
of N. benthamiana epidermal cells expressing CML9–CFP alone or
combined with YFP fused to the C-terminus of PRR2 or ARR10. Be-
cause ARR10 does not interact with CML9 in yeast cells (Fig. 1B)
and localized in the nucleus when expressed in plant cells [24], it
was used as a negative control to verify that the over-accumulation
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Fig. 4. Subcellular localization of PRR2 and CML9 in N. benthamiana cells. Confocal
images of representative epidermal leaf cells expressing fluorescent fusion proteins
are shown. Fluorescence and Nomarski images are merged in overlay images. Cell
nucleus is indicated by an arrow. The entire and truncated versions of PRR2 are
indicated.
4 A. Perochon et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications xxx (2010) xxx–xxx
Please cite this article in press as: A. Perochon et al., Interaction of a plant pseudo-response regulator with a calmodulin-like protein, Biochem. Biophys.
Res. Commun. (2010), doi:10.1016/j.bbrc.2010.07.016
of the fusion proteins in the nucleus does not result in artifacts that
may promote protein–protein interaction. Data reported in Table 1
indicate that the average CFP lifetime in nuclei of plant cells co-
expressing CML9–CFP and ARR10–YFP is similar to that obtained
when CML9–CFP is expressed alone. This confirms the lack of inter-
action between CML9 and ARR10 in plant cells nuclei. Conversely, a
significant reduction of the average CFP lifetime was recorded in
nuclei of cells co-expressing CML9–CFP and PRR2–YFP. This result
in a calculated energy transfer of 10% from the donor to the accep-
tor fluorophore, and provides strong evidence for the intermolecu-
lar interaction between CML9 and PRR2 in plant cells.
In order to determine if PRR2–CML9 interaction can occur in
Arabidopsis cells, we examined whether the two genes display
some overlaps in their expression patterns. According to Arabidop-
sis databases, the constitutive expression of PRR2 in different or-
gans throughout plant development roughly coincides with that
of the CML9 gene. In addition, PRR2 expression is induced during
seed germination and is responsive to salt and osmotic stress.
Interestingly, CML9 was reported to be involved in the regulation
of germination mediated by ABA, and in plant tolerance to drought
and salt stress [9]. Thus, the physical interaction of PRR2 with
CML9 is likely to be relevant in modulating PRR2 function during
development and stress responses.
In conclusion, this is the first report showing that a plant
pseudo-response regulator interacts with a calcium sensor.
Although the effect of CML9 on PRR2 function is currently un-
known, this finding provides a possible regulatory mechanism
for a pseudo-response regulator which lacks essential residues
to receive a phospho-relay signal, and led us to speculate that
CML9 can deliver Ca2+ signals to the PRR2 protein. Further genet-
ic and molecular analyses will clarify the biological relevance of
the CML9–PRR2 interaction, and identification of PRR2 target
genes will shed light on the physiological responses mediated
by this transcription factor in plants.
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Table 1
Averaged mean lifetimes and FRET efficiencies of the donor CFP in the presence and
absence of the acceptor YFP in intermolecular protein interactions.
Donor Acceptor Averaged
lifetimes
Standard
error
FRET
efficiency
CML9-
CFP
– 2.371 ns 0.021 –
CML9-
CFP
PRR2-YFP 2.128 ns** 0.028 10.24%
CML9-
CFP
ARR10-
YFP
2.320 ns 0.025 2.35%
Values are means ± SE from three independent experiments with at least 20
measurements/sample in each experiment. Data were analysed by Fischer’s least
significant difference test and the threshold of significance is indicated by asterisks
(**P < 0.01).
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